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Milieux de culture. 

Numeération des bactériophages. 

Milieux de maturation. 

Détermination de la densité optique. 
Ensemencement. 

Remarques sur les dosages du bactériophage. 
Remarques sur la numération des bactéries. 
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(1) Travail effectué avec Laide d’une subvention du National Institute 
_ of Health des Etats-Unis d’Amérique. 
| * Ce mémoire était destiné au Volume Jubilaire de J. Bordet, mais il 
n’a pas pu étre imprimé suffisamment tdt pour y figurer. 
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Il]. — La cinétique de la production du bactériophage. 


La production de bactériophages durant la phase cxponentielle de 
la croissance bactérienne. 

La production de base. 

La production de bactériophages durant la phase de croissance 
ralentie. 

Remarques sur la maturation aprés dilution. 

L’oxygénation considérée comme facteur d’induction. 

Les facteurs possibles de induction. 


IV. — L'induction par le rayonnement ultraviolet. 


L’induction de la lyse. 

Etude en microgouttes. 

La dose efficace de rayonnement. 
L’aptitude. 


Guérison. 

Spécificité du choc inducteur. 

Résumé. 
V. — La lyse de la souche sensible. : 
VI. — Discussion. 


Le cycle d’une bactérie lysogéne. 
L’aptitude et linduction. 
Remarques sur le bactériophage. 


VII. — Conclusions. 


I. — Introduction. 


Ce travail est consacré a l'étude des conditions et des facteurs | 
qui interviennent dans la production du bactériophage par une | 
bactérie lysogéne, en Vespéece B. megatherium. Les problémes } 
posés par les bactéries lysogénes ont été discutés par A. Lwoff} 
et A. Gutmann [4]. Nous rappellerons seulement ici quelques | 
données fondamentales : 

B. megatherium lysogéne peut se multiplier sans hibérer de bac- 
tériophages. La production de bactériophages n’accompagne pas | 
obligatoirement la croissance et la division bactériennes. La capa- 
cité de produire des bactériophages se perpétue par voie endo- 
microbienne, La lbération du bactériophage a lieu par lyse 
microbienne. 

Pour faciliter exposé qui va suivre, nous croyons utile, au | 
risque d’anticiper sur des conclusions des expériences, de préciser 
quelques notions et de définir quelques termes. 

Dans une souche lysogéne il y a : 
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1° des bactéries qui se multiplient et qui perpétuent la pro- 
priéié de produire des bactériophages : nous les appellerons des 
lysogénes potentiels ; 

_2° des bactéries qui produisent des bactériophages, lesquels sont 
libérés par la lyse microbienne : nous les appellerons « microbes 
producteurs » ou simplement producteurs. 

Les lysogénes potentiels perpétuent ce que F. Burnet et 
M. McKie [2] ont appelé une ébauche ; E. et E. Wollman [3] la 
forme intracellulaire du bactériophage ; et pourquoi on a pro- 
posé [4] le terme probactériophage. Celui-ci se comporte comme 
les particules spécifiques douées de continuité génétique. 

Certains facteurs, qui font précisément objet de cette étude, 
possédent la propriété de transformer un lysogéne potentiel en 
producteur. Ce sont les facteurs inducteurs. 

Mais ceux-ci, pour étre efficaces, doivent agir sur des bactéries 
présentant une propriété particuliére, que nous appellerons 
aptitude. En effet, dans certains milieux, les bactéries ne peu- 
vent étre transformées en producteurs, ce sont des inaptes. On peut 
provoquer a volonté la transformation des bactéries inaptes en 
bactéries aptes. Done les facteurs inducteurs, agissant sur les 
lysogénes potentiels aptes, les transforment en producteurs. 

Entre l’induction et la libération du bactériophage, il s’écoule 
| de quarante-cing a quatre-vingts minutes. Ceci correspond 4a la 
| période de latence des bactéries sensibles infectées par un bacté- 
' riophage virulent. Pour des raisons qui apparaitront au cours du 
_ travail, nous préférons employer une expression différente, en 
_VTespéce période d’incubation. 


Il. — Matériel et techniques. 


Le lecteur trouvera les renseignements concernant la souche et 
ies techniques dans le mémoire de A. Lwoff et A. Gutmann [4]. 
Nous donnerons ici quelques formules et techniques complémen- 
_ taires. 


MiLiInuxX DE CULTURE. 


1. Exrrair pr LevurE. — On porte 1 J. d’eau, acidulée par HCl, 
475°. On ajoute lentement 1 kg. de levure de boulangerie en agi- 
tant constamment. Au cours de cette opération on maintient le pH 
entre 3 et 3,5 par addition d’HCl. La température doit ¢lre com- 
prise entre 70 et 80°. On refroidit. On neutralise a pH 7,0 par 
addition de soude ; on centrifuge. On filtre le surnageant d’abord 
} sur un filtre Seitz, puis ensuite sur une bougie Chamberland. 


2 HyproLysat pE cAstine. — Celui-ci est préparé suivant la 


| méthode de H. J. Mueller et P. Miller [4]. 
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3. Minieu minERAL.. — Solution A. — PO,H,K 18,6 gf 
SO,(NH,), 2,0 g., SO,Mg.70H, 0,2 g:,~(NO,),Ca 10 mga 


SO,Fen7 OH, 500-22 OH g.-s. ledm*: 

On ajuste 4 pH 7,0 avec de la potasse. 

Cette solution A représente la base minérale des milieux de 
culture. Les milieux seront constitués de fagon telle que la solu- 
tion A soit diluée quatre fois. 

Solution B. — So,Fe.7 OH, 12 mg., Cl,Mn 50 mg., Cl,Co. 6 OH, 
6 mg., SO,Zn70H, 12;6 mg., MoO,Na, 3 mg., B,O,Na, 10OH, 
25 mg., C,H,O,Cu5 OH, 4 mg., OH, 1 dm*: 

Solution C. — (NO,),Ca M/50, SO,Mg 7 OH, M/10. 


Mivievu syNnTuitiour. — Solution A 25 cm*, solution B 1 cm%, 
solution C 1 cm’, solution de glucose a 30 p. 100 1 cm’%, 
OH, 72 cm’. Les différents constituants du milieu synthétique sont 
mélangés asepliquement. 


4, Miuzreu tevuré. — Solution A 25 cm*, solution B 1 cm*, solu- | 
tion C 1 cm*, extrait de levure 10 cm*, OH, 63 cm‘. 
Les différents constituants sont mélangés aseptiquement. 


5. Mivieu Levuri-castins. — Solution A 25 cm‘, solution B 
1 em*, solution C 1 cm’, extrait de levure 10 cm*. Hvdrolysat de 
caséine 20 cm*, OH, 43 cm’. 


6. Minreu pre&-utinisté. — Le milieu levuré ou levuré-caséiné 
est ensemencé. Lorsque le développement bactérien a_atteint 
Ja valeur voulue, variable suivant les expériences, on réalise 
Yanaérobiose, et on met les fioles a 37°. 95 p. 100 environ des 
bactéries sont lysées aprés une heure. (Cette lyse n’est pas accom. | 
pagnée de la production de bactériophage.) Les cultures sont alors 
chauffées dix minutes a 57°, centrifugées, puis filtrées sur | 
filtre Seitz. Ce milieu renferme environ 2.000 bactériophages par | 
millimétre cube. Ceux-ci, si cela est nécessaire, peuvent étre | 
détruits par chauffage de dix minutes a 70°. 


NUMERATION DES BACTERIOPHAGES. 


Les techniques de numération ont été indiquées dans le mémoire | 
précédent [4]. Nous préciserons simplement que le milieu a la | 
solution de protéose-peptone gélosée a 7/1.000, utilisé pour | 
l’étalement des bactériophages, est additionné de (NO,),Ca de | 
facon telle que la concentration soit de M/5.000. } 

Pour les dilutions avant étalement, nous utilisons un milieu | 
constitué en ajoutant 2,5 em* de milieu A a la solution suivante : 
(NO,),Ca 164 mg., OH, 100 cm’. 
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Minieu bE @ MATURATION )). 


Dans certaines expériences la culture microbienne était, avant 
le dosage de bactériophages, diluée mille fois et agitée a 37°, 
Deux milieux de maturation ont été utilisés : 

Milieu F’. — Tryptose Difco 1 g. pour 1 1., protéose Difco 1 g. 
par litre (NO;),Ca M/5.000, SO,Mg M/1.000. Le milieu est 
ajusté a pH 7,0. 

Milieu G. — Protéose Difco 1 g. par litre, extrait de levure 
| Difco 1 g. par litre (NO,),Ca M/5.000, SO,Mg M/1.000. Le milieu 
|| est ajusté a pH 7,0. 


DETERMINATION DE LA DENSITE OPTIQUE. 


Celles-ci sont effectuées a l’électrophotométre de Meunier, Les 
suspensions de B. megatherium obéissent a la loi de Beer-Lambert, 
jusqu’a une densité optique (d.o.) de 90, en lumiére rouge. Pour 
des d.o. plus élevées les valeurs trouvées sont inférieures aux 
valeurs réelles, l’erreur pouvant atteindre 25 p. 100. Toutes nos 
mesures ont été effectuées a d.o. = 80. Une d.o. de 100 corres- 
pond durant la phase exponentielle & 34 x 10° bactéries par cen- 
| timétre cube, 


ENSEMENCEMENT. 


Pour Ia plupart des expériences on ensemengait 2 cm d’une 
culture en voie de croissance exponentielle en bowillon peptoné 
| de d.o. 200 environ, dans 98 cm? de milieu. La d.o. initiale était 
| donc voisine de 4, soit environ 1,4 x 10° bactéries par centimétre 
cube. 


REMARQUES SUR LES DOSAGES DU BACTERIOPHAGE. 


Dans une culture de B. megatherium on trouve : a) des bactério- 
phages libres ; b) des bactéries qui ne renferment pas de bactério- 
phages ; c) des bactéries dans lesquelles le bactériophage est en 
voie de multiplication. Si l’on étale sur du mutilat une culture 
de B. megatherium diluée, on verra : 
1° des plages dont chacune correspond a un bactériophage libre 
et éventuellement aux bactéries productrices ; 
2° des colonies lysogénes entourées d’une plage, chacune de 
ces colonies correspondant a un filament bactérien. A 
On sait [8] que le lysozyme lyse B. megatherium et qu il est 
‘sans action sur son bactériophage, ce que nous avons vérifie. Le 
| lysozyme cristallisé « Armour » a 1 p. 50.000 lyse en une a cing 
i minutes 4 37° la totalité des germes d’une culture. A concentration 
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supérieure, 1 p. 5.000 environ, les bactéries sont tuces, mais il 
arrive parfois qu’elles ne soient pas lysées. Si donc l'on traite 
dans des conditions convenables une cultur par le lysozyme, 
on peut, aprés dilution, dénombrer l’ensemble des bacteriophages 
libres et des bactériophages intracellulaires libérés par la lyse 
lysozymique. 


REMARQUES SUR LA NUMERATION DES BACTERIES. 


Le nombre de bactéries d’un filament varie suivant lage de 
la culture. Il y a souvent 8 a 36 bactéries par filament au début 
de la phase exponentielle, 2 a 4 dans les cultures agées. La 
numération des colonies ne peut done fournir de données sur 
le nombre des bactéries que pour autant que l’on connaisse le 
nombre moyen de bactéries par filament. Les numérations bacté- 
riennes ont été effectuées a aide d'une cellule de Burker. 


AERATION DES CULTURES. 


B. megatherium est aérobie strict. Pour assurer Ja croissance 
dans des conditions convenables d’oxygénation, deux procédés 
ont été utilisés : 

1° Culture dans des tubes a section carrée de 12 mm. de cété 
et de 17 cm. de longueur, dont deux faces sont taillées optique- 


ment. On introduit 5 cm’ de milieu dans les tubes qui sont agités 
a 37°, sous inclinaison convenable. Les mesures sont faites direc- | 


tement dans |’électrophotométre et le tube replacé dans l’agita- 
teur aprés la mesure. 

2° Culture dans des fioles d’Erlenmeyer. — Pour une bonne 
aération, nous avons utilisé aussi des fioles de 500 cm? renfer- 
mant 100 cm* de milieu. Pour d’autres expériences, des fioles de 
200 cm* avec 45 cm*® de milieu. La culture était agitée par un 
agitateur magnétique dont la vitesse, réglée par un rhéostat, 
variait suivant les besoins. Pour établir la courbe de croissance 
bactérienne et permetire le dénombrement des bactériophages, 
des prélévements étaient effectués a intervalles réguliers. 


III. — La cinétique de la production du bactériophage. 


LA PRODUCTION DE BACTERIOPHAGES 
DURANT LA PHASE EXPONENTIELLE DE LA CROISSANCE BACTERIENNE. 


Dans le milieu levuré, ou levuré caséiné, l’ensemencement ayant 
été effeetué avee des germes en voie de croissance exponentielle, 
il n’y a généralement pas. de phase de latence. Toutefois, avee 
certains échantillons d’extrait de levure, on observe une phase de 

» 
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croissance lente qui peut durer vingt a cinquante minutes. Le taux 
de croissance normal A 37°, dans ces milieux, est de 3: la d. o. 
double en vingt minutes. Au cours de la phase exponentielle, 
le nombre de bactériophages reste sensiblement proportionnel 
au nombre de bactéries. Les chiffres trouvés varient de 0,3 a 
1 bactériophage par bactérie. Bien entendu, ce chiffre n’a pas 
une valeur absolue. On sait que B. megatherium est capable 
d’absorber les bactériophages produits par la culture lysogéne 
et que les bactériophages adsorbés sur des bactéries vivantes 
disparaissent en tant que corpuscules infectieux [5]. Le nombre 
de bactériophages hbres trouvés correspond donc A ta différence 
entre la somme des bactériophages produits et la somme des 
bactériophages adsorbés. La vitesse de l’adsorption varie, bien 
entendu, avec la concentration des bactéries et des bactériophages. 
Nous avions estimé a 70 le rendement unitaire ou nombre de bacté- 
riophages produits par une bactérie [4]. De nouvelles recherches, 
qui seront décrites 4 la fin de ce mémoire, nous ont conduits 
a une valeur légérement supérieure : 90 bacteriophages. Si 
Yon fait abstraction de l’adsorption, le rapport 1 bactériophage 
par bactérie correspond done a la lyse d’environ 1 bactérie sur 
90. Nous verrons par la suite qu’aprés « Vinduction », chaque 
bactérie peut se diviser deux fois. Une bactérie induite donnera 
done naissance a 4 bactéries qui livreront chacune 90 bactério- 
phages. La proportion 1 bactériophage par bactérie implique 
donc Il’induction chez une bactérie sur 360 environ ; la proportion 
0,3 bactériophage par bactérie, une induction portant sur 1 bactérie 
sur 1.200. environ. 

F. Burnet et M. McKie [2] avaient estimé a environ 1 p. 1.000 
la proportion des bactéries qui se lysaient dans leur souche de 
B. enteritidis. Le nombre de bactéries productrices est du méme 
ordre de grandeur chez B. megatherium. Nous reviendrons par 
Ja suite sur la signification de ce phénomeéne. 


LA PRODUCTION DE BASE. 


On a vu que, durant la phase exponentielle de croissance dans 
un milieu levuré easéiné, une proportion relativement faible des 
bactéries libére du bactériophage. D’aprés nos ealculs, si chaque 
bactérie subissant l’induction se divise deux fois, la proportion 
de bactéries induites est comprise entre 1 p. 300 et I p. 1.200. 

Dans les calculs du nombre de bactéries productrices inter- 
vient le rendement unitaire. Nous n’avons pas déterminé cette 
valeur pour des bactéries en milieu synthétique. Nous ne pouvons 
done que supputer la proportion de bacteéries productrices dans 
ces conditions ef considérer qu’elle est du méme ordre de grandeur 
qu’en milieu levuré. Peu importe d’ailleurs. 
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On verra que, par l’action de facteurs externes, ]’on induit 
la production chez 100 p. 100 des bactéries aptes, mais cecl 
n’exclut naturellement pas une intervention possible de facteurs 
génétiques dans d’autres conditions. L’hypothése selon laquelle 
des mutations peuvent modifier le métabolisme bactérien de fagon 
telle que la multiplication des bactériophages soit déclenchée 
n’est pas éliminée par nos expériences. De telles mutations pour- 
raient étre responsables de la « production de base » de bacté- 
riophages par les bactéries lysogénes, celle que nous avons 
toujours observée, quelles que soient les conditions de milieu. 
I] serait intéressant de savoir si cette production de base peut 
ou non étre supprimée. Quoi qu'il en soit, ’hypothése mutation 
n’est pas nécessaire. I] suffit d’observer des bactéries en micro- 
gouttes pour constater des variations considérables de la longueur 
des bactéries au moment du cloisonnement. De telles différences 
ne peuvent étre que l’expression de perturbation du métabolisme. 
La variation individuelle pourrait, dans les cas extrémes, conduire 
a la réalisation d’un métabolisme entrainant la production de 
bactériophages. 


4 


LA PRODUCTION DE BACTERIOPHAGES 
DURANT LA PHASE DE CROISSANCE RALENTIE. 


Dans notre milieu levuré, bien aéré, la croissance exponentielle 
se produit jusqu’a une d. o. voisine de 600. Puis le taux de 
croissance diminue légérement, passant de 3 a 2,5. La croissance 
s’arréte & une d. o. de 1.100 environ, correspondant a environ 
3,8 x 108 bactéries par centimétre cube. 

Si lon introduit 45 cm* de milieu dans une fiole d’Erlenmeyer 
de 200 cm’ et que l’on agite avec un agitateur magnétique tour- 
nant lentement, il arrive un moment ov la tension d’oxygéne 
atteint une valeur inférieure a la tension optimale et qui, d’ailleurs, 
n'a pas été déterminée. Il est évident que le point d’inflexion 
correspondant a la chute de la tension d’oxygéne sera d’autant 
plus précoce que le rapport surface-volume sera plus petit et 
que l’agitation du milieu sera plus faible. 

Dans l’expérience représentée sur la figure 1, on voit un aspect 
typique d’une courbe de croissance bactérienne lorsque intervient 
une diminution de la tension d’oxygéne. Cinquante minutes environ 
apres le point d’inflexion, il s’est produit une diminution de la 
d. o. qui, dans le cas particulier, est passée de 666 a 448, soit 
une diminution de 218, correspondant Aa la lyse d’environ 
74 x 10° bactéries par centimétre cube. Durant la période de 
lyse, le nombre de bactériophages par centimétre cube a augmenté 


de 3,13 x 10%, soit une production moyenne de 42 bactériophages 
par bactérie. 


BACTERIE LYSOGENE ET BACTERIOPHAGES 823 


REMARQUES SUR LA MATURATION APRES DILUTION. 


Avant de continuer l’étude de la cinétique de la production du 
bactériophage, il est nécessaire d’attirer l’attention sur un phéno- 
mene que nous avons toujours observé dans les cultures. On 
peut doser les bactériophages de deux facons : a) ajouter du 


y 


lysozyme a la culture et diluer aprés vingt minutes a 37°, lors- 


1x10? 


60 120 780 min. 


Fie. 1. — Culture en milie. levuré. Le dosage des bactériophages est effectué 
apris vingt mioutes d’agitation a dilulion 1.000 en milieu F. 


que les bactéries sont lysées ; b) diluer la culture mille fois dans 
le milieu F ou G, agiter a 37° durant une, cing ou vingt ee 
lysozymer et effectuer ensuite les dilutions nécessaires pour ue 
dosage. Des expériences, dans lesquelles les deux types Re ene 
ont été pratiqués, sont représentées sur les figures 2, 3 A. 
Dans l’expérience représentée sur la figure 2, on notera : a) que 
la diminution de la d. o. a été trés faible ; b) que, dans la culture 
non diluée, augmentation du nombre de bactériophages a été 
_trés inférieure a celle observée aprés dilution. 
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S a Z , A; ’ 
Dans l’expérience 8, les résultats ont été analogues ; Vaugmen- 
tation du nombre de bactériophages a été un peu moins importante. 
A aucun moment on n’a observé de diminution de la d. o. Nous 
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Fic. 2. — Culiure en milieu levuré. Le dosage des bactériophages est eflectué 
de deux facons : 4° le lysozyme a été ajouté a la culture non diluee; 2° la 
culture a été diluée mille fois dans le milieu F et la dilution agitee vingt 
minutes ayant Paddition de lysozyme. 


reviendrons dans un instant sur Vinterprétation de ce phéno- 
meéne. 

Dans Texpéricnce représentée sur la figure 4, on a effectué : 
1° un dosage sur la culture-mére additionnée de lysozyme ; 2° un 
dosage aprés dilution 1.000 en milieu G. Ces dilutions, agitées 
a 37°, ont été additionnées de lysozyme apres une et vingt minutes. 
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= 


Le prélévement, eflectué a cent quarante minutes, n’a montré, 
aprés une minute, qu'une faible augmentation du nombre des 
bactériophages. ll en était de méme aprés vingt minutes. Au 
contraire, la dilution effectuée A cent soixante minutes a révélé, 


/092 0.0. ¥/cms 
x co. - ne 


{ @ Culture /ysozymée 4 to 
° 


x 
" es 


x 
2x/08 


15x10° 


1x10% 


O5xI0® 


60 120 180 mn. 


Fic. 3. — Culture en milieu levuré. Dosage direct (cullure lysozymée) 
et aprés vingt minutes 4 dilution 1.000. 


aprés une minute, un accroissement a du nombre de 
bactériophages, qui a atteint environ 2,5 x 10° par centimétre 
cube. 

A quoi correspond l’augmentation du nombre de bactériophages 
aprés dilution et incubation ? Deux hypothéses peuvent étre envi- 
sagées. 

a) Lorsque ]’on ajoute du lysozyme 4 une culture non diluée, un 
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certain nombre de bactériophages pourraient se trouver adsorbés 
sur des polysaccharides d’origine bactérienne ect ne seraient pas 


logo 0.0. x 2.0. 
e /ysozyme a t.o 
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Fic. 4. — Cullure en milieu levuré. Dilution en milieu G. Le lysozyme 
a éts ajouté dans les cultures diluées apres une et vingt minutes. 


révélés par le dosage. La dilution 1.000 diminuerait considéra- 
blement cette adsorption. Contre cette hypothése, nous pouvons 
invoquer le fait que la numération des bactériophages apres 
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dilution ne donne des résultats supérieurs a l’addition de lyso- 
zyme ala culture non diluée qu’a un certain stade seulement de 
l’évolution de la culture bactérienne. Durant la phase exponen- 
tielle, Jes deux méthodes donnent des résultats quasi identiques. 
Des différences significatives sont observées quarante-cing a 
soixante minutes aprés le point d’inflexion de la courbe de crois- 
sance bactérienne. 

b) Au moment du point d’inflexion, le développement des bacté- 
riophages commence dans un certain pourcentage de bactéries. 
Mais, dans les conditions d’oxygénation insuffisante ou se 
trouvent alors les cultures, la maturation, ou le dernier stade de 
la maturation du bactériophage est difficile ou impossible. La 
dilution permet l’achévement de la maturation, peut-étre en assu- 
rant une oxygénation favorable. Nous avons observé une augmen- 
tation relative du nombre de bactériophages au cours d’expériences 
ott les dilutions étaient effectuées aprés addition de lysozyme dans 
la culture mére. Mais il est impossible de savoir si ces bactéries 
se seraient lysées en absence de lysozyme. Les conditions permet- 
tant la lyse des bactéries dans les cultures en masse ne se sont 
trouvées que rarement réalisées dans nos expériences. I] nous a 
été impossible de nous rendre maitre du phénoméne. On notera 
que, dans l’expérience représentée sur la figure 2, le nombre de 
bactériophages, aprés avoir passé par un maximum, décroit rapi- 
dement. C’est ld un phénoméne constant. On est en droit de se 
demander si les probactériophages qui n’arrivent pas a matu- 
ration ne seraient pas résorbés dans les conditions des expériences. 
On verra en effet, par la suite, que ]’induction est, dans certaines 
conditions, guérissable. 

Quoi quil en soit, nous avons observé souvent, au cours de 
ce que l’on pourrait appeler la phase critique du développement 
des cultures, l’apparition aprés dilution et maturation de cing 
minutes a 37°, d’un nombre de bactériophages correspondant a la 
lyse de 20 A 30 p. 100 des bactéries. 

Lorsqu’il y a, en effet, diminution de la d. o. (fig. 1 et 2), 
cette lyse est hors de question. Dans une expérience (voir fig. 2) 
le nombre de bactériophages est passé, en quarante minutes, de 
3,5 x 10° a 13 x 10° par centimétre cube, soit une augmen- 
tation de 9,5 x 10° par centimétre cube. Pour un rendement uni- 
taire de 90, ceci correspond a la lyse de 110 x 10° bactéries par 
centimetre cube. Le nombre moyen de bactéries durant cette 
période était de 175 x 10° par centimétre cube. Mais en quarante 
minutes, les lysogénes potentiels se sont, bien entendu, multi- 
pliés. La proportion réelle de bactéries qui se lysent est donc 
difficile a déterminer. De toute facon, la dilution et Vineubation 
i 87° révélent la présence d’une proportion importante de hacte- 
ries productrices. Cependant, la courbe de croissance de Ja culture 


828 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


mére ne montre pas de baisse de d. o. ; celle-ci, au contrarre, 
augmente. v7 } 
Il semble difficile d’admettre, dans ces conditions, que la crois- 
sance des lysogénes potentiels non producteurs de bactériophages 
suffise & compenser la lyse. Il nous semble plus simple de const- 
dérer que, durant la phase critique, beaucoup de bactéries de 
la culture mére sont induites de facon réversible. Les bactério- 
phages n’arriveront & maturation que si des conditions d’oxygé- 
nation suffisante sont réalisées, par exemple par dilution. On 
pouvait évidemment se demander si augmentation brusque de 
la production de bactériophages apres une croissance ralentie 
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Fic. 5. — Expérience en milieu constant. La culture bactérienne se développe 
tout d’abord dans tes conditions habituelles (voir texte) puis est additiounée 
de milieu neuf (alimentation). 


ne pouvait étre due au fait que le pro-baclériophage continuerait 
a croitre a vitesse constante au cours de la phase de développe- 
ment bactérien a vitesse réduite. Ceci entrainerait une augmen- 
tation de la valeur du rapport bactériophage/bactérie. Mais le fait 
que, dans de nombreuses cultures microbiennes en voie de crois- 
sance ralentie, il n’y a pas d’augmentation notable de la produc- 


tion de bactériophages, montre bien que le phénoméne est plus 
complexe. 


L’ OXYGENATION CONSIDEREE COMME FACTEUR D’ INDUCTION. 


Tout se passait done comme si le défaut d’oxygénation indui- 
sait la production de bactériophages chez un pourcentage impor- 
tant des lysogénes potentiels. On devait donc réussir a induire cette 


production 4 un moment quelconque de la phase de croissance 
exponentielle. 
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On introduit dans des bouteilles cylindriques de 200 cm’, 30, 
60, 80, 100 et 120 cm* de milieu levuré. Apres ensemencement, 
tous les flacons sont agités de facon identique dans un agitateur 
a secousses horizontales. Le point d’inflexion se produit a d. o., 
d’autant moins élevée que le volume de la culture est plus grand. 
Dans ces conditions, nous n’avons jamais observé de production 
massive de hactériophages. Il apparaissait ainsi qu’un facteur 
autre gue |’oxygénation devait intervenir dans le déterminisme 
de la production du bactériophage. L’hypothése d’un changement 
de constitution du milieu lié au développement bactérien devait 
étre considérée. 

Expérience en milieu constant. — Nous avons ulilisé la méthode 
de J. Monod [6]. Des B. megatherium ont été cultivés dans les 
conditions optimum d’aération en milieu levuré. Lorsque la culture 
atteint le développement voulu, on alimente la fiole en milieu 
neuf, de facon a compenser la croissance microbienne, tout en 
maintenant le volume constant par une évacuation continue de 
lexcédent du milieu. Les résultats de cette expérience sont repré- 
-sentés sur la figure 5. On voit que la d. o. n’a pas subi de varia- 
tion considérable : le nombre de bactéries est resté voisin de 
30 x 10° par centimétre cube. On voit aussi que, dans ces condi- 
tions, le nombre de bactériophages n’a subi cue de faibles varia- 
tions, le nombre moyen étant de 12 x 10° par centimétre cube. 
Au cours des quatre heures qu’a duré |’expérience, le rapport du 
nombre de bactériophages au nombre de bactéries est resté voisin 
de 1/3. Ces résultats sont en harmonie avec ceux obtenus par 
Pétude de la phase exponentielle des cultures en milieu non renou- 
velé. Au cours de la croissance exponentielle, aussi bien en milieu 
renouvelé qu’en milieu non renouvelé, il n’y a pas de production 
massive de bactériophages. 


LES FACTEURS POSSIBLES DE L INDUCTION. 


Nous nous sommes demandé si le potentie] d’oxydo-réduction 
du milieu ne jouerait pas un role dans le déterminisme de la 
production massive. Dans l’expérience décrite sur la figure 8, 
on a étudié comparativement : 

1° le milieu levuré normal ; 

2° ce milieu additionné de glutathion réduit 1 x 20.000 ; 

3° ce méme milieu additionné de glutathion 1 x 20.000 et 
d’acide ascorbique 1 x 10.000. 

On voit que, dans le milieu 3, la production de bactériophage 
a été sensiblement plus importante que dans Ics milicux 1 et 2 
Les tentatives faites pour reproduire cette expérience furent déce- 
vantes. Les différences entre les divers milieux n’¢taient pas signt- 
ficatives. De nombreux autres essais n’ont permis aucune conclu- 
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sion nette relativement a un rdle possible du glutathion et de 
acide ascorbique. 

Nous avons réalisé des expériences au cours desquelles deux 
cultures se développaient dans deux fioles identiques, additionnées 
du méme volume de milieu, ensemencées avec la méme souche. 
Il est arrivé souvent (voir fig. 7 et 8) que l'une des fioles montre 
une production trés abondante de bactériophages, alors que la 
fiole sceur ne montrait qu’une production négligeable. Ceci nous 


x Densité optique 
@ P culture lysozymée purs diluée 
of diluée purslysozymée apres 1m. 


Fic. 6. — Expérience en milieu levuré. 1° témoin; 2° milieu additionné de glu- 
tithion a 1 p. 20.000; 3° milieu additionné de glutathion a1 p. 20.000 et 
d’acide ascorbique 414 p. 10.000. | 


conduisait & l’hypothése que deux facteurs au moins devaient inter- 
venir dans le déterminisme du phénoméne : a) une tension d’oxy- 
géne diminuée ; b) des propriétés particuliéres du milieu de 
culture, En effet, au cours du développement des bactéries, le 
milieu de culture se modifie continuellement et la modification 
pouvait étre l’un des facteurs en jeu. 

Des milieux pré-ulilisés, c’est-a-dire des milieux dans lesquels 
les cultures bactériennes s’étaient développées (voir technique), 
ont été utilisés. Nous avons ainsi observé (voir fig. 9), aprés 
dilution et maturation de cing minutes, des productions trés impor- 
tantes de bactériophages correspondant a la lyse de 20 4 30 p. 100 
des bactéries pour des d. 0. de 120 a 150. Dans des milieux 
normaux, nous n’avons jamais observé de productions massives 


oe 
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a ce stade de développement des cultures bactériennes, De nom- 
breuses expériences ont fourni des résultats analogues. Cependant, 
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Fic. 7. — Expérience en milieu levuré. Dosage aprés dilution en milieu G. 
Le lysozyme a été ajouté aprés incubation d'une minute. 
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PFic. 8. — Expérience en milieu levuré. Dosage direct (lysozyme a temps 0O) 
apres maturation de cinq minutes en milieu G. 


| 
vavec les milieux pré-utilisés comme avec les milieux normuux, 
mous observions des irrégularités. 

Annales de VInstilut Pasteur, t 79, n° 6, 1950. 8) 
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Il apparaissait de fagon évidente que des facteurs externes 
jouaient un réle important dans le déterminisme de la production 
du bactériophage. Mais, de l’ensemble de toutes nos observations, 
on ne pouvait tirer qu’une seule conclusion : tout se passe comme 
si la production de bactériophages était induite par la conjonction 
d’un certain nombre de facteurs, parmi lesquels la tension d’oxy- 
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Fic, 9. — Expérience en milieu préulilisé (voir texte). 


gene et des modifications de la constitution du milieu, jouaient 
certainement un role. 


IV — L'induction par le rayonnement ultraviolet. 
L’ INDUCTION DE LA LYSE. 


Quelle que fut la fermeté de nos convictions relatives au rélet 
des facteurs externes dans le déterminisme de Vinduction, nous} 
cherchions, en raison de lirrégularité des résultats fournis pal! 
la mise en jeu des facteurs métaboliques, a induire par un autre! 
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moyen la lyse de la totalité d’une population de lysogénes poten- 
tiels. 

Nous avons mis en jeu des modifications diverses des milieux 
de culture, ainsi que l’action de divers agents physiques ou 
chimiques. I] nous semble inutile, pour le “moment, de déerire 
toutes ces expériences négalives. En tout cas, les perturbations 
du métabolisme bactérien capables d’induire la production de 
_bactériophages devront étre définies. 

_ Nous laissons pour le moment cetie question de cété et nous 
nous contenterons de dire comment, grace au rayonnement ultra- 
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Fic. 10. — Effet du rayonnement ultraviolet 
agissant sur des bactéries en milieu levuré caséiné. 


violet, nous avons induit la lyse de la totalité des bactéries d’une 
culture de B. megatherium. Une note préliminaire a donné l’essen- 
‘tiel des résultats ,7]. 

Nous avons utilisé une lampe 4 vapeur de mercure a haute 
tension et basse pression donnant a la surface du liquide une 
énergie de 2.000 ergs par millimétre carré/mn., pour la radia- 
ion 2537 A, la lampe étant placée a 50 cm. de la culture (2). 
Ceci représente l’énergie 4 la surface du milieu. L’irradiation 
était effectuée dans des boites de Petri, sous 2 mm. d’épaisseur. 
L’absorption propre du milieu levuré-caséiné, mesurée au spectro- 
photométre de Beckmann sous 2 mm., représente 96 p. 100 de 


fers pour la radiation 2537 A. Les cultures en couche de 


| (2) Nous remercions M. R. Latarjet qui a bien voulu effectuer ces 
esures. 
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2 mm. sont irradiées dans des boites de Petri maintenues sur 
un agitateur. Elles sont, suivant les cas, diluées dans un milieu 
convenable et agitées a 37°. 

Irradions dans ces conditions une culture en voie de croissance 
exponentielle en milieu levuré-caséiné. Dans la culture-témoin non 
irradiée, la croissance continue a taux 3. Dans les cultures irra- 
diées de ving 4 cent secondes (voir fig. 10), la croissance se pour- 
suit A vitesse considérablement réduite, taux voisin de 1,5 durant 
les vingt 4 quarante premiéres minutes. La courbe de croissance 
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Fic. 10 a. — Effet du rayonnement u'traviolet 
ayissant sur des bacléries en milieu levuré-caséiné. 


60m.— 


o—-O0—O 


s’infléchit ensuite. Aprés cinquante 4 quatre-vingts minutes (voi) 
fig. 10 et 10 a), la d. o. initiale a été multiphée par un facteui) 
244. Il se produit alors une lyse rapide. Dans la culture irradié/ 
quatre-vingts secondes a 50 cm., un prélévement de 100 m% 
donné 6 colonies, ce qui correspond a environ 48 bactéries, sai! 
480 bactéries par centimétre cube. Au point culminant de k 
courbe, le nombre de bactéries était de 27 x 10° par centimétri) 
cube. Il y a donc eu, dans ce cas, environ une hactérie survivant! 
sur 50.000. Toutes les survivantes que nous avons examinée 
se sont révélées lysogénes. Si Virradiation est inadéquate, 1 
proportion de survivants peut étre plus élevée. Suivant les expé) 
riences, le début de la diminution de la d. o. de la culture ; 
lieu entre la cinquantiéme et la quatre-vingt-dixiéme minute. E) 
si on suit parallélement la d. o. de la culture et Je nombr 


BACTERIE LYSOGENE ET BACTERIOPHAGES 835 


de bactériophages, on voit que celle-ci commence a augmenter a 
partir de la cinquantiéme a la soixantiéme minute, la production 
massive de bactériophages coincidant avec la lyse bactérienne 
Notons que, dans les conditions irradiation, une proportion 
élevée de bactériophages est inactivée. Dans Pexpérience repré- 
sentée sur la figure 11, le nombre maximum de bactéries étant 
voisin de 32 x 10° par centimétre cube, il y a eu apparition de 
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Fic. 11. — Une culture en milieu levuré-caséiné a été irradiée & temps O. On 
notera : a, la croissance aprés action du choc inducteur; 0, la lyse rapide et 
la liberation concomitante de bactériophages. 


4 x 10° bactériophages par centimétre cube, soit un rendement 
unitaire de 12,5. Ce rendement bas pouvait étre di a des adsorp- 
tions. Pour éviter cette cause d’erreur, nous avons alors dilué 
considérablement la culture aprés lirradiation. Une culture en 
milieu levuré est prélevée durant la phase exponentielle 4 densité 
optique 70, soit 25 x 10° bactéries par centimétre cube. On 
irradie soixante secondes a 50 cm. et on dilue a 1/10°. On agite 
4 37°, 1° la culture irradiée et diluée, 2° un témoin non irradié et 
dilué. A intervalles de dix ou vingt minutes, on effectue un prélé- 
vement de 100 mm* auquel on ajoute la souche sensible, et on étale 
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immédiatement le mélange sur une boite de Petri. La figure 12 
montre les résultats de cette expérience, ot toutes les détermi- 
nations ont été faites en double. 

Témoin. — Dans le témoin non irradié, le nombre des plages 
correspondant a des bactériophages libres a varié entre 1 et 2, 
entre le premier dosage A temps O et la vingliéme minute, pour 
atteindre 37 a la cent quarantiéme minute. [] y avait aussi des 
plages centrées par une colonie lysogéne dont le nombre a atteint 
16 4 la cent quarantiéme minute. Il y avait done 4 ce moment 
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(témoin et -prés irradiation; les dilutions ont été agitées @ 37° A intervalles 
régulievs, 100 mm de la cullure ont été mélangés avec Ila souche sensible et 
Je méliuge élalé sur boite de Petri (deux dosages pour chacun des préléve- 
ments). Janus la suspension irradiée il y a eu une seule colonie lysogéne pour 
vingt hotles correspondant 4 2 cm*® de suspension. 


16 filaments bactériens, c’est-a-dire 128 bactéries si chaque fila- 
ment comportait 8 éléments. 

Entre la cent vingiéme et la cent quarantiéme minute, le 
nombre de colonies pour 100 mm®* est passé de 10 a 16, soil 
environ 50 bactéries. Cette population a produit 8 bactériophages. 
Pour tm rendement unitaire de 90, il s’est done lysé environ 
1 bactérie sur 500. 

Culture twradiée. — Dans la culture irradi¢e, le nombre de 
bactériophages est resté constant et bas jusqu’éa la cinquantiéme 
minute. La production rapide de bactériophages a commencé aux | 
environs de la soixanti¢me minute. A la quatre-vingt-dixiéme | 
minute, le nombre de bactériophages a atteint 370 et ce nombre | 

| 


100 , 
10 20 40 60 60 700 120 140 minutes 
Fic. 12. — Une culture en milieu levuré-caséiné a été diluée telle quelle 
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est resté constant jusqu’a la cent quarantiéme minute ; pour un 
rendement unitaire de 90, ce chiffre de 370 bactériophages par 
100 mm* correspond a la lyse de 4 bactéries environ. Le nombre 
initial de bactéries irradiées était voisin de 2,5. La comparaison 
de la production de bactériophages par les cultures irradiées 
et non irradiées est d’autant plus instructive que, dans la culture 


a 
are 10 


700 


50 


Fie. 18. — Culture en milieu levuré-caséiné irradié trente, soixante 
et quatre-vingl-dix secondes a des stades divers de son développement. 


irradiée, les bactéries se sont divisées deux fois en soixante 
minutes alors qu’elles ont pu se diviser sept fois en cent quarante 
minutes dans le témoin non irradié. eh ae 

Nous avons pu constater, avec R. Latarjet, que l’élimination du 
rayonnement de longueur d’onde inférieure 4 3 000 A supprime 
Yeffet inducteur. Par contre, |’élimination du rayonnement visible 
n’empéche pas ]’induction. 

Ajoutons que l’induction réussit dans 100 p. 100 des cas lors- 
qu’on irradie des cultures en milieu levuré-caséiné. Ceci est vrai 
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aussi bien pour des bactéries prélevées au début ou au milieu 
de la phase exponentielle que pour des bacteries prélevées trente 
minutes apres le point d’inflexion sur la courbe de croissance 
(voir fig. 13). Enfin, notons que dans le milieu levuré-caséiné 
irradié, les bactéries se développent exactement comme dans ie 
milieu témoin non irradié. 


ETUDE EN MICROGOUTTES. 


Pour déterminer le rendement avec précision, il était nécessaire 
d’étudier la lyse de bactéries isolées en microgouttes. Des fila- 
ments sont prélevés dans une culture irradiée et isolée dans des 
microgouttes. On trouvera tous les renseignements concernant la 
technique des micromanipulations dans le mémoire de A. Lwoff 
et A, Gutmann [1]. 

Le milieu levuré-caséiné pré-utilisé a été employé pour ces 
expériences, milieu dans lequel une culture de mutilat s’était déve- 
loppée jusqu’a atteindre environ 20 x 10° bactéries par centi- 
métre cube. Le milieu avait alors été centrifugé, chauffé vingt 
minutes a 60° et filtré sur bougie Chamberland. 

Aprés irradiation, la lyse des bactéries se produisait entre la 
cinquante-neuviéme et la quatre-vingt-dixiéme minute. Dans une 
des expériences, 18 filaments sur 19 mis en ceuvre s’étaient lysés 
a la quatre-vingt-dixiéme minute. Nous avons vérifié que chacune 
des bactéries produisait des bactériophages. Un filament bacté- 
rien provenant d’une culture irradiée a été lavé et isolé dans une 
microgoutte. Aprés la lyse de chaque bactérie, on évacuait les 
bactéries résiduelles dans une goutte neuve. Et on effectuait un 
dénombrement des bactériophages de la goultte dans laquelle la 
lyse avait eu leu. Toutes les microgouttes dans lesquelles une 
bactérie au moins s’était lysée ont montré la présence de bactério- 
phages. 

Enfin, nous avons essayé de déterminer le rendement unitaire 
avec le plus de précision possible. Nous avons indiqué [4] que, 
dans les conditions de nos observations (objectif de grossissement 
propre 40, oculaire de grossissement 15), les cloisons nouvelle- 
ment formées échappaient a l’observation. Ces cloisons sont, par 
contre, bien visibles sur fond noir A un grossissement relative- 
ment faible. Nous avons utilisé un Preparier-Kondensor de Zeiss, 
qui donne au fond noir d’excellentes images avec la chambre A 
huile de Fonbrune. Les observations ont été faites avec un objectif 
de grossissement propre 20, et l’oculaire orthoscopique Zeiss de 
grossissement propre 28. Nous avons pu constater, dans ces 
conditions, qu’aprés irradiation ultra-violette, chaque bactérie se 
cloisonne deux fois. Ce résultat est en harmonie avec les obser- 
vations relatives a la d.o. des cultures. On en peut conclure 
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qu’aprés induction par le rayonnement ultraviolet de la produc- 
ion de bactériophages, chacune des bactéries se divise deux fois 
et subit une croissance correspondant a ces deux divisions. 

L’observation sur fond noir permet done de dénombrer avec 
certitude les bactéries qui se lysent et de déterminer le nombre de 
bactériophages produits par bactérie. Le tableau ci-contre montre 
les résultats comparatifs obtenus en éclairage normal et sur fond 
noir. I] est vraisemblable que les valeurs trouvées en éclairage 
normal correspondent a 2 bactéries. Le rendement unitaire moyen 
serait donc de 87, chiffre en harmonie avec la valeur 109, moyenne 
de 3 déterminations aprés observations sur fond noir. Nous pren- 
drons done 90 comme rendement unitaire moyen. 


Tasteau I. — Determination en microgouttes 
du rendement unitaire. 


SY SS 


NOMBRE | NOMBRE RENDEMENT 
de bactéries lysées | de bactériophages unitaire 
2 357 178 
4 638 159 
6 960 160 
4 329 82 
4 590 148 
8 1.500 188 
1 2 238 419 
4 624 156 
ee 458 229 
4 684 471 
4 104 176 
2 374 487 
2 692 346 
WIVES: 5 5 ASO SS x 175 
4 273 68 
ll 2 213 A017 
4 (A) 800 200 
Moyenne Sei D tctc eras 109 


I, observation en lumiére ordina re, IJ, observation sur fond noir. > aes 
(1) Le rendement unitaire élevé avec ces 4 bactéries call peut-ét1 ° ié au fa a 
celles-ci avaient une taille irés supérieure a la moyenne. Nous admettons (voir ¢ 


que les chiffres trouvés par observation e lumicre ordinaire Serresvonden ala lyse de 
2 bactéries. Le rendement unilaire réel serait done voisin de 90. 


LA DOSE EFFICACE DE RAYONNEMENT. 


Dans l’expérience représentée sur la figure 10, on a eae 
des irradiations de temps variable. On voit qu'une irradiation ee 
vingt et quarante secondes a 50 cm. entraine une lyse cy C 
suivie d’un développement des survivants. Dans ces conditions, 
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un cerlain pourcentage de bactéries échappe a Vinduction. Une 
irradiation de soixante, quatre-vingts et cent secondes induisalt 
une lyse quasi totale. D’autres expériences ont montre que les 


Fic. 14. — Croissance du mutilat non lysogene en milieu levuré-caséiné 
Y . g . . 
apres irradialion. O, témoin non irradié. 


Fig. 15. — Croissance du mulilat non lys gene 
en milieu levuré-caséiné aprés irradialwn. 


irradiations de deux et trois minutes sont suivies de lyse. Toute- 
fois, aprés une irradiation de trois minutes, la croissance bacté- 
rienne est plus faible et plus lente. Aprés une irradiation de 
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cing minutes, on observe une croissance lente et faible non suivie 
de lyse. 

Les doses de rayonnement qui induisent la lyse des bactéries 
lysogénes ne provoquent pas la lyse du mutilat non lysogéne. 
On voit (fig. 14) que des irradiations de vingt, tren'e et soixante 
secondes ne modifient que sensiblement la courbe de croissance. 
Des irradiations plus fortes entrainent un ralentissement du déve- 
loppement. Dans cette expérience, on a suivi les bactéries pen- 
dant deux heures. Dans l’expérience représentée sur la figure 15, 
les cultures ont été suivies pendant trois heures : il ne s’est pas 
produit de lyse. 

On a vu que la lyse des bactéries lysogénes était li¢e a la pro- 
duction de bactériophages. Ces expériences, en montrant que le 
1ayonnement ultraviolet ne provoque pas la lyse d’une souche 
non lysogéne, confirment que la lyse n’est pas l’elfet direct du 
rayonnement. Celui-ci agit manifestement en indutsant le déve- 
loppement de bactériophages dont la lyse est la conséquence. 


L’ APTITUDE. 


La souche lysogéne 899 de B. megatherium peut se développer 
dans le milieu synthétique a base de sulfate d’ammonium et de 
glucose dont nous avons donné Ja formule. Dans ces conditions, 
le nombre de bactériophages ne dépasse pas 1 jar bactérie, 
quelles que soient les conditions de développement des cultures. 
Nous n’avons jamais observé en milieu synthétique une augmen- 
tation brusque du nombre de bactériophages. 

Des cultures en milieu synthétique ont été irradiées. L’absorp- 
tion de l’ultraviolet par le milieu synthétique élant trés faible, 
nous avons naturellement diminué les temps, et procédé a des 
irradiations de une, deux, quatre, huit et seize secondes a 50 cm. 
de la lampe. Les irradiations faibles ne produisent aucun effet 
les cultures irradiées se développent comme les cullures lémoins. 
Avec les doses plus fortes, le développement est plus ou moins 
ralenti, mais il n’y a pas non plus de lyse bactérienne (voir partie 
inférieure de la fig. 16). - bi \ 

Cette absence de lyse pouvait étre liée, soit au fail que Dirra- 
diation avait eu lieu en milieu synthétique, soil que pour une 
raison ou pour une autre, la présence de levure cascinée était 
indispensable au développement de bactériophagis. Mais des 
bactéries cultivées en milieu synthétique, irradiées dans ce milieu 
et diluées dans le milieu levuré-caséiné ne se |\sent pas (voir 
la partie supérieure de la fig. 16). L’absence de lyse semblait 
donc liée au fait méme du développement en milieu synthétique. 
La présence de milieu levuré-caséiné est-elle indispensable a 
la production de bactériophages ? Une culture en milieu levuré- 
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caséiné est irradiée, puis centrifugée a + 5°. Le culot est mis 
en suspension, d’une part en milieu levuré-caséiné, d’autre part 
en milieu synthétique. Les deux cultures, aprés avoir montré 
la croissance habituelle, se lysent. Mais, dans ces expériences, 
les bactéries irradiées restent durant un temps non négligeable 


x 


Ue 
meee) 7 


Levure 


e -— 
h % |f 


UUs. UV4s.\LY. 16s. 


x 
2 


Souche 
"“Synthétique’ 


A 
UV 1s. UV4s \UVI6s. 


Fic. 16. — Irradialion en milieu synthétique. Croissance en milieu synthé- 
tique (partie inférieure) et en milieu levuré-caséiné (partie supérieure’ d’une 
souche en milieu synthétique irradiée une, quatre et seize secondes dans ce 
méme milieu. 


en milieu levuré-caséiné aprés Virradiation. Nous avons done 
centrifugé a + 5° une culture en milieu levuré-caséiné. Le culot 
a été repris d’une part en milieu synthétique, d’autre part en 
milieu levuré-caséiné. La suspension en milieu levuré-caséiné 
a été irradiée et s’est lysée aprés croissance (voir fig. 17) alors 
que la culture témoin centrifugée non irradiée croissait norma- 
lement. La suspension en milieu synthétique a subi une irradia- 


tion de cing et vingt secondes : ces deux suspensions se sont 
lysées apres croissance. 
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Cependant les bactéries n’avaient subi qu’une seule centrifu- 
gation et il devait rester du milieu levuré-caséiné dans la suspen- 
sion en milieu synthétique. Pour éliminer cette cause d’erreur, 
nous avons effectué 2 centrifugations successives en milieu syn- 
thétique. Mais les bactéries qui ont subi cette manipulation, 
méme non irradiées, se développent fort mal, aprés addition de 
levure caséinée. Elles sont done impropres aux expériences. 

Nous avons essayé d’éliminer le milieu levuré en lavant, apres 


Souche /levure|\centrifugée 


témoin 
/evure 
non irradié 


© 


ec 
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Fic. 17. — Comportement aprés irradiation d’une souche en milieu ley uré- 
; caséiné centrifugée, mise en suspension soit dans le méme milieu, soit en 


milieu synthétique. 


une centrifugation, le tube et la surface du culot bactérien avec 
du milieu synthétique. La suspension a été irradiée en milieu 
synthétique et diluée comme dans l’expérience précédente, d une 
part en milieu levuré-caséiné, d’autre part en milieu synthétique. 
On voit, sur la figure 18, qu'il se produit une lyse ee 
synthétique, mais que celle-ci est partielle. La proportion ee 
milieu levuré-caséiné qui persiste est certaiement tres faible, ou 
des bactéries cultivées en ce milieu puis centrifugées et mises 
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en suspension en milieu synthétique non glucosé, c’est-a-dire 
dépourvu d’aliment carboné, ne montrent aucune croissance. 
Il est done possible que des substances présentes dans le milieu 
levuré-caséiné jouent un réle dans le développement des bacté- 
riophages aprés induction. 
Mais le fait que des cultures en milieu synthétique, iradiées, 
puis additionnées de milieu levuré-caséiné ne subissent pas de 
lyse (fig. 16), ne perdait cependant pas son importance. 
Tout se passait comme si les cultures en milieu levuré-caséiné 
étaient inductibles, les cultures en milieu synthétique non induc- 
tibles. Cette différence était-elle l’expression d’un caractére géno- 
typique ou bien d’un caractére phénotypique ? 
On pouvait envisager l’hypothése selon laquelle la culture en 


Tic. 48. — Comportement d'une culture en milieu levuré-caséiné centrifugée, 
mise en suspension soit dans ce milieu, soit en milieu synthétique, et 
irradiée. On notera la lyse partielle dans le milieu synthétique. 


milieu levuré-caséiné sélectionnait des mutants aptes : la culture 
en milieu synthétique, des mutants inaptes. L’expérience suivante 
permet de choisir entre ces deux possibilités. Une culture en 
milieu synthétique en voie de croissance exponentielle est addi- 
tionnée de levure caséinée. Une partie est agitée a 37° : ce témoin 
se développe normalement (voir fig. 19). Une autre partie est 
irradiée immédiatement trente secondes a 50 cm., puis agitée a 
37°. Son développement est quelque peu anormal, mais il n’y a pas 
de lyse. Les autres suspensions sont agitées a 37° et irradiées 
apres vingt, quarante, soixante et quatre-vingts minutes. En vingt 
minutes la d. o. de la culture n’avait pas subi de modification : 
on a observé une lyse partielle aprés l’irradiatiun. En quarante 
minutes la d.o, est passée de 14 a 18; Virradiation a déclenché 
une lyse quasi totale. Il en a été de méme aprés soixante et 
quatre-vingts minutes. Une autre expérience de méme type a été 
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réalisée (voir fig. 20). L’irradiation aussitét aprés l’addition de 
milieu levuré-caséiné n’a pas été suivie de lyse. Aprés vingt 
minutes — alors que la d.o. de la culture avait augmenté de 
20 p. 100 — on a observé une lyse quasi totale. Il en a été de 
méme aprés quarante minutes. 

Ces expériences permettent d’exclure Vhypothése de la sélec- 


7 T 


Souche"Synthetique'| 


Fic. 19. — Transformation des bactéries tnaptes en bactéries aples. Une Hane 
en milieu synthétique a été additionnée de milieu levuré-caséiné. ae anes 
se développe normalement. La culture irradiée a temps O n'a one ies ea 
développement légérement perturbé. Lirradiation a temps ee eee 
provoqué une lyse tardive et partielle; Virradiation aprés quarante, soi 
et quatre-vingts minutes, une lyse totale. 


tion d’un mutant inaple en milieu synthétique. Toutes les bac- 
iéries d’un milieu synthétique, mises en suspension en aa 
caséinée et irradiées aprés vingt a quarante minutes, OU 
lyse bactériophagique. Un séjour de vingt a Chaat bene 7 
milieu levuré-caséiné transforme donc des bactéries al cone 
bactéries aptes 4 subir l’induction par le rayonnement ultre 


violet. 
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On devait, bien entendu, se demander quelle était la nature 
de la ou des substances responsables de la réalisation de l’apti- 
tude. Quelques essais préliminaires nous ont montre que la 
culture dans un hydrolysat de casé¢ine privé de vitamines confé- 
rait une aptitude partielle. L’addition a Vhydrolysat de caséine 
de vitamines du groupe B ou d’un mélange de bases puriques 
et pyrimidiques n’a pas augmenté sensiblement laptitude. La 
nature de la ou des substances du milieu levuré-caséiné respon- 
sable de l’aptitude reste donc a déterminer. Il est d’ailleurs pos- 
sible que l’aptitude ne soit pas sous la dépendance d’une sub- 
stance spécifique, mais d’un certain type de métabolisme, ou 


Fic. 20. — Transformation des bacléries inaptes en bacléries aptes. 
Méme expérience que la précédente (fig. 19). 


simplement de la présence dans le milieu de certains métabolites 
essentiels en quantite suffisante. 

En présence d’extrait de levure caséinée les bactéries subissent 
done une modification somatique qui les fait passer de |’inapti- 
tude a l’aptitude. La nature des différences entre une bactérie 
cultivée en milieu synthétique ct une bactérie ayant vécu en 
milieu levuré-caséiné n’a pas été élucidée. Nous avons simple- 
ment effectué au spectrophotométre de Beckmann une mesure 
d’adsorption 4 2537 A sur des bactéries cultivées en milieu syn- 
thétique d’une part, en milieu levuré-caséiné d’autre part. 
Celles-ci présentent, toutes conditions égales par ailleurs, une 
absorption deux fois plus forte 4 2537 A. Nous avons également 
constaté que les bactéries cultivées en milieu synthétique, addi- 
tionnées de levure caséinée montrent aprés vingt minutes, alors 
que la. d.o. a augmenté de 50 p. 100, la méme adsorption a 
2537 A que des bactéries s’étant développées en milieu levuré- 
caséiné. Nous n’avons pas déterminé la nature de la ‘substance 
responsable de cette augmentation. L’hypothése la plus simple 
est celle d’une augmentation de la teneur en acides nucléiques, 
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C’est la un probléme qu’il conviendra de résoudre. Mais on peut 
siattendre A ce que les différences ne portent pas sur un seul 
composant bactérien, et il conviendra de définir avec précision 
toutes les modifications de la bactérie et d’identifier celle qui est 
responsable de l’aptitude. 


GuERISON. 
Jusqu’a quel point l’induction provoquée par le rayonnement 


ultra-violet chez une bactérie apte est-elle réversible ? Des bac- 


A; - 8; - Cy: témoins non irradiés 
levure a 0,60 et120m. 


_ Ae - Be- Cz: irradiation a t.o. 


100 


----- 


/evure 


30 60 90 120 150 780 210 min 


Fic. 21. — Guérison. Une culture en milieu levuré-caséiné a élé centrifugée et 
mise en suspension dans un milieu non nutritif et irradié ou non (témoin). Du 
milieu levuré a été ajouté aprés zéro, soixante et cent vingt minutes. On 
notera que la culture irradiée, ayant subi deux heures de jetine, ne se lyse pas. 


téries cultivées en milieu levuré-caséiné sont centrifugées a + 5° 
durant la phase de croissance exponentielle. Aprés lavage du 
tube et de la surface du culot avec un milieu synthétique sans 
glucose, les bactéries sont mises en suspension dans ce méme 
milieu. Une partie est irradiée, l’aulre sert de témoin. De fa 
levure caséinée sera ajoutée immédiatement et aprés une heure 
et deux heures d’agitation a 37°, La d. o. initiale est de 29. En 
l’'absence d’aliment carboné elle restera constante pendant deux 
heures, que la suspension ait été ou non irradiée. 
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a) On ajoutera de la levure caséinée immédiatement apres sus-_ 


pension en milieu non nutritif (voir fig. 21). La culture témoin 
non irradiée A, croit normalement; la d.o. de la culture 
irradiée A, passe en une heure de 29 a 70; on assiste ensuite 
a la lyse des bactéries. 


b) La méme opération est répétée aprés une heure. La crois-_ 


sance du témoin B, est plus lente que dans les bactéries mises 
en cuvre a ¢ = 0. La d.o. de Ja culture irradiée B, passe en 
une heure de 29 a 51; puis il y a lyse. 

c) L’opération est répétée aprés deux heures. La croissance du 
iémoin C, commence lJentement; celle de la culture irradiée C, 
suit une marche sensiblement paralléle et on n’observe pas de 
diminution de densité optique. L’examen comparatif des deux 
courbes est hautement suggestif. Une autre expérience identique 
a donné le méme résultat. 

I] est évident qu’aprés deux heures de jetine en milieu synthé- 
tique, non glucosé, un pourcentage important des _bactéries 
induites ont été guéries. Si ces bactéries avaient été alimentées 
aprés irradiation, elles se seraient lysées. Aprés deux heures de 
jetne, elles sont guéries et se développent. C’est effet de 
induction qui est supprimé par le jedne et non la lysogénie : 
les bactéries qui se développent sont en effet lysogénes. Enfin, 


la guérison par le jetne n’entraine pas d’immunité : si aprés une | 


irradiation et deux heures de jetine suivies de deux heures de 
croissance on procéde a une nouvelle irradiation, les bactéries 


se comportent comme des bactéries lysogénes normales, c’est- | 


i-dire qu’elles se lysent aprés croissance. 


SPECIFICITE: DU CHOC INDUCTEUR. 


a) Choc thermique. — Des cultures en Jevure caséinée sont | 


chauffées pendant une, deux, trois minutes a 45, 50 et 55°. Ou 
bien le chauffage ne produit aucun effet; ou bien il induit un 
ralentissement plus ou moins marqué de la croissance de ia 


culture. Dans aucune des expériences il n’a été observé de lyse | 


bactérienne. 

b) Irradiations aux rayons X. — En collaboration avec 
R. Latarjet, nous avons procédé a des irradiations aux rayons X. 
Une irradiation avec une dose convenablement choisie donne les 
mémes résultats qu’une irradiation Aa Vultra-violet: croissance 
bactérienne, puis lyse avec libération de bactériophages. Nous 
reviendrons sur ces expériences dans un travail sépare. 


Resumes. 


Ces expériences démontrent que l’on peut a volonté induire 
Ja totalité des bactéries d’une population de B. megatherium 
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lysogenes a produire des bactériophages et a se lyser. Cette pro- 
duction est sous la dépendance de deux conditions : 

1° un état que nous appellerons aptitude. C’est V’état dans 
lequel se trouvent les bactéries qui se sont développées en milieu 
levuré-caséiné. Les bactéries qui se sont développées en milieu 
synthétique sont inaptes, mais l’aptitude peut leur étre conférée 
par un séjour de vingt minutes en milieu levuré-caséiné. 

2° L’intervention d’un agent inducteur. Le rayonnement ultra- 
violet de longueur d’onde 2537 A s’est révélé efficace. Mais les 
rayons X le sont également, et, 4 un moindre degré des chan- 
gements du métabolisme microbien que nous n’avons pu définir. 

L’induction par le rayonnement peut étre guérie par le jetne. 

Les bactéries aptes irradiées se multiplient A taux de crois- 
sance réduit. La densité optique de la culture est multipliée par 
un facteur 2 a 4. Chacune des bactéries subit deux divisions. Puis 
toutes les bactéries se lysent, chacune d’elles libérant environ 
90 bactériophages. 


V. — La lyse de la souche sensible. 


Entre l’action du choc inducteur sur les bactéries aptes et la 


lyse, il s’écoule de cinquante a quatre-vingts minutes, période 


au cours de laquelle les bactéries se cloisonnent et la d.o. des 
cultures augmente. Une croissance microbienne au cours du 
développement d’un bactériophage n’avait jusqu’ici jamais été 
signalée. Dans tous les systémes bactérie-bactériophage étudiés 
jusqu’ici, Vinfection entraine l’arrét immédiat de la multipli- 
cation et de la croissance bactérienne. La croissance du B. mega- 
therium 899 aprés l’induclion représente-t-elle une propriété par- 
ticuliére A la souche lysogéne ? Comment se comportait la souche 
sensible aprés infection ? 

Trois types d’expériences ont été réalisés : a) avec des 
cultures renfermant environ 12 x 10° bactéries par centimetre 
cube, dont on a suivi parallélement la d.o. et la libération de 
bactériophages ; b) avec des cultures diluées sur lesquelles on 
a suivi uniquement la courbe des bactériophages ; c) avec des 
bactéries sensibles infectées et observées en mucro-goutles. 

a) Une culture de mutilat sensible, en voie de croissance expo- 
nentielle en milieu levuré est additionnée d’une suspension de 
bactériophages. Le nombre initial de bactéries était 11 x 10° par 
centimétre cube ; le nombre de bactériophages de 200 x 10° par 
centimétre cube, soit environ 18 bactériophages par_bactérie. 
D’aprés la courbe de disparition de bactériophages (voir fig. 22) 
on voit que toutes les bactéries ont dd étre infectées avant la 
cinquiéme minute. La d. 0. de la culture est passée, en soixante 
minutes, de 31 4 57. La libération de bactériophages a commence 
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entre la quarante-cinquiéme ect la soixantiéme minute: a ce 
moment il y a eu, par rapport au point précédent, augmentation 
de 153 x 10° bactériophages par centimétre cube. Un certain 
pourcentage de bactéries a donc été lysé. La valeur calculée 
a été portée sur la courbe. Elle correspond a 22,5 x 10° par cen- 
timétre cube. Le nombre de bactériophages produits a été de 


x 0.0 10 
00 =® do (calculée) 77 
°o 
1000 
500 
60m 120m 60m. 120m 
Fic. 22. — Lyse de la souche sensible. Une culiure en milieu levuré a été addi- 


tionnée a temps O et on a suivi la densité optique et la production de bac- 
teriophages. L’expérience est représentée & gauche en coordonnées normales 
et a droite en coordonnées semi-logarithmiques. 


24 x 10° par centimétre cube, soit un rendement unitaire de 
5 environ. 

b) Une culture de mutilat en voie de croissance exponentielle, 
renfermant 34 x 10° bactéries par centimétre cube, est refroidie 
a 0° et additionnée de bactériophages de telle sorte que le rap- 
port bactériophages/bactéries soit égal a 1. Aprés dix minutes, 
le mélange est dilué mille fois dans le milieu levuré, préalable- 
ment porté a 37°. La suspension est agitée a cette température. 
On effectue des dosages de bactériophages sur la suspension telle 


i 
S 
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quelle, ou préalablement additionnée de lysozyme. On voit sur la 
figure 23 que dans la culture non lysozymée, l’augmentation du 
nombre de bactériophages a commencé entre la quarante-deuxiéme 
et la quarante-cinquiéme minute. Le lysozyme a révélé la présence 


P/mms 


oO =e /ysozyme 


x Avec lysozyme 


200 


700 


70 ci ne 


Fic. 23. — Libération de baclériophages par la souche sensible infectée. Liinfec- 
tion a été pratiquée a temps O; les dosages effectués sur des cultures traitées 
ou non par le lysozyme. La libération naturelle de bactériophages ager 
mencé entre la quarante-deuxiéme et la quarante-cinquieme set e. a 
lysozyme a révélé la présence de bactériophages entre la trente-deuxiéme 
la trente-cinquiéme minute. 


de bactériophages entre la trente-deuxiéme et la trente-cinquiéme 
inute. 

:.) Des bactéries (souche sensible) ont ¢té ee np 

férées dans une guttule de milieu renfermant des poor ee 

Aprés une minute, elles sont lavées et _transférées dans des gut 

tules de milieu neuf. Dans ces conditions, on constate ae eS 

bactéries sensibles infectées, comme les bactéries lysogéenes 
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induites, se divisent deux fois avant de se lyser. Le rendement 
unitaire observé dans une expérience a été : 100, 82 et 64. 

Aprés infection du mutilat sensible, les bactéries subissent done 
une croissance. Les premiers bactériophages apparaissent vers 
la trente-deuxiéme a la trente-cinquiéme minute. Les premicres 
lyses se produisent vers la quarante-deuxieme a la quarante- 
cinquiéme minute. 

Au cours de certaines expériences d’induction de la souche 
lysogéne, nous avons observé entre la cinquantiéme et la 
soixante-dixiéme minute la lyse totale de la culture. Dans cer- 
tains cas au moins, le développement des bactériophages chez les 
bactéries lysogénes induites se produit sensiblement a la méme 
vitesse que chez la souche sensible non lysogéne. 

On peut ainsi conclure que la croissance bactérienne des lyso- 
génes induits ne représente pas un phénoméne propre a la lyso- 
eénie, mais bien plutot l’expression d’une relation entre les pro- 
priétés des bactériophages et eciles du B. megatherium. L’ étude 
de nombreuses espéces lysogénes montrera si cette croissance 
bactérienne au cours du développement du bactériophage est ou 
non propre au B. megatherium. 


Vil DISCUSSION: 
ILE CYCLE D'UNE BACTERIE LYSOGENE. 


Un schéma représentant ce qu'on peut appeler le cycle du 
B. megatherium jysogene a été donné par A. Lwoff et A. Gut- 
mann [4]; a la lumiére des nouvelles acquisitions concernant 
aptitude, ce schéma a été complété (voir fig. 24). 

Les lysogénes potentiels se multiplient sous deux états : l’apti- 
tude et Vinaplitude. Ces deux états sont sous la dépendance de 
la constitution du milieu de culture. La transformation apti- 
tude = inaplitude est réversible. Des bactéries aptes, soumises 
a Vaction d’un choc inducteur, croissent a vitesse réduite, puis 
se lysent aprés cinquante a quatre-vingts minutes. 

Au cours de cette période d’incubation, la d.o. des cultures 
est multipliée par un facteur 2 a 4 et les bactéries subissent 
2 divisions. Elles se lysent ensuite, chacune des bactéries libérant 
en moyenne 90 bactériophages. 

Une culture lysogéne ne se maintient que si elle renferme des 
bactéries ne produisant pas de bactériophages [41]. Ce sont les 
lysogenes potentiels qui perpétuent la souche lysogéne, que ce 
soit sous la forme apte ou sous la forme inaplte. La transforma- 
lion d'un lysogéne potentiel apte en producteur est sous la dépen- 
dance d’une induction : celle-ci peut étre produite par un chan- 
gement du métabolisme bactérien et surtout par le rayonnement 
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la 

| de longueur d’onde 25387 A. Dans les conditions convenables, le 
| tayonnement induit la transformation de la totalité des microbes 
| aples, en producteurs. Nos expériences ont done démontré que 


eo Aptes 


Résistante 


eae 


Non , 
lysogene 


(Be 
UP IERIE 


© probactériopnage 


2! probactér/ophage 
eh développement 


e bactériophage 


Fic. 24. — Le bactériophage chez B. megatherium. 


Nous ne possédons aucune donnée sur le nombre de probactériophages par 
bactérie; il semble vraisemblable que chacune des bactéries en héberge 
plusieurs. Cependant, pour la clarté du schéma, on n’a représenté qu’un seul 
probactériophage par bactérie. 


la production est sous la dépendance de deux conditions : un état 
particulier, Vaptitude, et une perturbation, l’induction. 
J. Bordet [8] avait, dés 1925, admis que le bactériophage des 
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bactéries lysogénes est « inscrit dans la trame héréditaire de la 
bactérie ». « Le pouvoir lysogéne, écrivaient J. Bordet ot 
i. Renaux en 1928 [9], se légue invariablement de chaque indi- 
vidu a sa descendance ». Une conception analogue a été défendue 
par F, M, Burnet et M. McKie [2]. Pour les auteurs australiens, 
« toutes les bactéries d’une souche lysogéne renferment dans 
leur constitution héréditaire une unité potentiellement capable de 
libérer du bactériophage », C’est ce que F. Burnet et M. McKie 
ont appelé une « ébauche » (« anlage »), E. et E, Wollman, la 
forme intracellulaire du bactériophage [8], et A. Lwoff et 
A. Gutmann, le probactériophage [4]. C’est la constatation du 
fait que les bactéries rendues artificiellement lysogénes par infec- 
tion avec un hactériophage déterminé reproduisent ce bactério- 
phage, qui a rendu nécessaire la notion de la perpétuation d’une 
particule spécifique douée de continuité génétique. 

En étudiant des bactéries isolées en micro-gouttes, A. Lwoff 
A. Gutmann ont apporté la preuve que la perpétuation du 
pouvoir lysogéne avait lieu en l’absence de bactériophage extrin- 
séque, c’est-a-dire que la lysogénie était héréditaire. Leurs expé- 


riences ont montré également que la libération de bactériophages — 


n’accompagnait pas obligatoirement la croissance bactérienne. 


Faute d’avoir étudié des bactéries isolées, tous nos prédéces- | 


seurs avaient admis que le bactériophage était sécrété, c’est- 
a-dire libéré par des bactéries vivantes et qui restaient vivantes, 


c’est-a-dire que la production méme du _ bactériophage était — 


compatible avec la vie de la bactérie productrice. En effet, on 


savait que les bactéries lysogénes adsorbent les bactériophages — 
qu’elles produisent, et que celui-ci ne se comportait pas comme 


un organisme pathogene. On ne pouvait donc, a priori, supposer 
que le bactériophage pouvait, dans certaines circonstances, mani- 
fester une action nocive. En fait, il a été montré [4] que B. mega- 
therium lysogéne libérait des bactériophages par la lyse et uni- 
quement par la lyse: le probactériophage n’est pas pathogéne. 
C’est la production du bactériophage par Ja bactérie qui cons- 
litue le fait pathologique. 

La perpétuation d’une bactérie lysogéne dépend done d’un 
équilibre bactérie-probactériophage. Cet équilibre est instable. Il 
pourrait étre théoriquement modifié par une mutation, soit de 
la bactérie, soit du probactériophage. Mais d’aprés nos consta- 
tations, la rupture de cet équilibre peut étre produite expérimen- 


talement sous l’action d’un choc inducteur agissant sur des bac- 
téries aptes. 


L’aPTITUDE ET L’ INDUCTION. 


Les hactéries cultivées dans un milieu synthétique a base de 
lf , 
sulfate d’ammonium et de glucose ne sont pas transformées en 
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productrices par le choc inducteur, contrairement aux bactéries 
cultivées en milieu caséiné-levuré. Un séjour de vingt minutes 
dans le milieu levuré-caséiné suffit a conférer Vaptitude a des 
bactéries inaptes. La nature de la différence entre aptes et inaptes 
reste l’un des problémes importants a résoudre. 

Nous savons seulement que la vie en milieu levuré-caséiné 


entraine une augmentation de l’absorption a 2537 A qui pourrait 
étre en relation avec une augmentation de la teneur en acides 
nucléiques. On est donc en droit d’envisager |’hypothése que 
aptitude serait liée a un enrichissement, spécifique ou non, de 
la bactérie en acides nucléiques. Cet enrichissement, s’il existe, 
n’est peut-étre pas responsable de l’aptitude, mais seulement un 
épiphénoméne. Dans le milieu synthétique c’est le glucose qui 
représente l’aliment carboné énergétique ; dans le milieu levuré- 
caséiné ce sont les acides aminés et les substances extraites de 
la levure. De plus, il y a dans le milieu levuré-caséiné de nom- 
breux métabolites essentiels : acides aminés, bases puriques et 
pyrimidiques, vitamines du groupe B. Il est done loisible d’ima- 
-giner que par le jeu de l’adaptation et de la désadaptation enzy- 
matique, l’équipement en enzymes d’une bactérie « synthétique » 
soit fort différent de celui d’une bactérie « levurée-caséinée ». 
T/aptitude pourrait done résulter d’une modification de la bac- 
térie. Mais rien ne nous permet d’éliminer l’hypothése quelle 
soit liée A une modification du _ probactériophage. On admel 
actuellement (voir a ce sujet les récentes revues de T. I*. Ander- 
son [40] et de S. Luria [41], que dans le systéme constitué par 
une bactérie sensible et un bactériophage virulent, le bactério- 
phage, en raison de son pouvoir d’attraction, détourne 4 son profit 
les produits du métabolisme bactérien, inhibant ainsi la croissance 
microbienne et empéchant |’adaptation enzymatique [12]. 

Ce pouvoir d’attraction est la propriété non du bactériophage 
lui-méme, mais de la forme non infectieuse en laquelle il se méta- 
morphose aprés sa pénétration dans la bactérie sensible. On doit 
tout naturellement envisager l’hypothése que le probactériophage 
non infectieux des bactéries lysogénes est homologue de la forme 
non infectieuse des bactériophages virulents. Si le pouvoir 
d’attraction dépend de la masse du probactériophage, on doit 
s’attendre a ce que toute modification du métabolisme microbien 
entrainant un accroissement relatif du probactériophage, tende 
4 diminuer la stabilité de l’équilibre du systeme lysogéne. L’une 
des modifications induites par la vie en milieu levuré-caséiné 
pourrait étre une croissance du_probactériophage, mais nous 
sommes ici réduits A des hypotheses. Le probléme de l’aptitude 
devra étre abordé expérimentalement. Nous avons montré que le 
jedne supprime |’effet du choc inducteur. Tout se passe comme SI, 
durant le jetne, ce que l’on pourrait appeler le substrat de 
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aptitude disparaissait, et avec lui l’effet méme du choc induc- 
teur. Quelle que soit notre ignorance de la nature intime de l’apt- 
tude et de l’effet du choc inducteur, nous pouvons pour le moment 
envisager que le rayonnement provoque soit un changement de 
la bactérie, soit un changement du _ probactériophage, soit un 
changement de lune et de l'autre. 

L’hypothése la plus vraisemblable semble actuellement la 
suivante : le métabolisme microbien normal permet la multipli- 
cation du probactériophage sous la forme exclusive de probacté- 
riophage. Le métabolisme modifié, soit par les conditions de 
culture, soit par le choc ultraviolet, induit le « développement » 
du probactériophage et la différencialion subséquente en bacté- 
riophages. 

REMARQUES SUR LE BACTERIOPHAGE. 


Chez une bactérie lysogéne potentielle, le probactériophage se 
comporte, pour autant que nous le sachions, comme une particule 
normale douée de continuilé génétique. On peut le comparer au 
virus potentiel hébergé par la pomme de terre King Edward, qui, 
inoffensif pour cette variété, est pathogéne pour d’autres. Cette 
particule est transmissible par la greffe de la pomme de terre 
King Edward sur une variété sensible. Sans doute obtiendrait-on 
un résultat analogue en greffant un B. megatherium lysogéne sur 
le mutilat sensible. Mais les bactéries lysogénes sont fondamenta- — 
lement différentes des porteurs sains de virus connus jusqu’a ce 
jour. Ce qui fait leur originalité c’est que |’équilibre instable entre 
la bactérie et le probactériophage peut étre 4 tout moment rompu ; 
que l’on peut 4 volonté induire ce déséquilibre et créer des condi- 
tions telles que le probactériophage inoffensif donnera naissance | 
a des corpuscules spécifiques infectieux dont la formation entrai- 
nera la lyse de la bactérie. La santé d’une bactérie lysogéne est 
manifestement un état précaire. 

Nos recherches ont porté sur une souche du B. megatherium 
lysogéne. Les bactéries nous ont habitués a une grande variété 
physiologique. Il serait singulier que toutes les espéces se com- 
portassent de la méme facon. Si l’on doit s’attendre A rencontrer 
chez certaines bactéries lysogénes des phénoménes identiques a 
ceux qui ont été mis en évidence chez B. megatherium, on duit 
s’attendre aussi a trouver chez d’autres espéces des phénoménes 
différents. La physiologie comparée de la lysogénie offre un 
domaine qui sera intéressant a explorer. Le systeme bactérie- 
probactériophage est en effet en équilibre instable et cet équilibre 
est sous la dépendance de plusieurs facteurs accessibles a l’expé- 
rimentation, ; 

I] est important de rappeler ici que parmi les facteurs induc- 
leurs se trouvent des changements du métabolisme, parmi les 
facteurs responsables de l’aptitude, des conditions trophiques. Et | 
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on est en droit de se demander si les bactéries lysogénes n’appor- 
tent pas un modéle capable d’éclairer quelques-uns des points 
obscurs de la biologie des virus pathogénes pour les animaux et 
les végétaux. 


VII. — Conclusions. 


1° Durant la phase exponentielle de la croissance de B. mega- 
thertum 899 lysogéne en milieu levuré-caséiné, le rapport bacté- 
riophages/bactéries varie entre 0,3 et 1. En tenant compte des 
données qualitatives et quantitatives, ceci correspond a la trans- 
formation de 1 p. 300 4 1 p. 1.200 des bactéries lysogénes poten- 
tielles aptes en bactéries productrices. 

2° Lorsque des cultures se développent en milieu levuré-caséiné 
dans des conditions ow |’oxygénation du milieu représente le fac- 
leur limitant, on observe parfois, durant la phase de croissance 
ralentie, une lyse bactérienne pouvant frapper 30 p. 100 de la 
population, Cette lyse est accompagnée d’une libération de bac- 
tériophages. 
- 3° En l’absence de diminution de la d.o. des cultures, une dilu- 
tion suivie de maturation a 37° révéle souvent mais irréguliére- 
ment, durant la phase de la croissance ralentie de la population 
_microbienne, la présence d’une proportion importante de bactéries 

productrices de bactériophages. 

4° Parmi les facteurs responsables de |’augmentation du nombre 

de bactéries productrices, nous avons reconnu la tension d’oxy- 
géne ainsi que des modifications du milieu entrainées par la crois- 
sance microbienne elle-méme. D’autres facteurs n’ont pu étre 
définis, mais il est hors de doute que des modifications du méta- 
bolisme bactérien sont capables d’induire la production de bacté- 
riophages. 

5° Des cultures en milieu Jevuré-caséiné soumises 4 un rayonne- 
ment ultraviolet continuent 4 se développer pendant cinquante a 
quatre-vingts minutes a vitesse de croissance réduite. Leur d. 0. est 
multipliée par un facteur 2 a 4, puis les bactéries se lysent en 
iibérant des bactériophages. 

6° L’examen de bactéries isolées en microgouttes révéle 
qu’aprés l’irradiation, chacune des bactéries se divise deux fois, 
et que toutes les bactéries filles se lysent en libérant en moyenne 
{90 bactériophages. 
7° Les rayons X possédent un effet inducteur. Le choc ther- 
}mique en est dépourvu. : 

8° Les doses efficaces de rayonnement ultraviolet sont sans 
action apparente sur la souche sensible non lysogéne de B. mega- 
| therium. ae 

9° L’irradiation de bactéries lysogénes cultivées en milicu syn- 
thétique n’est pas suivie de lyse. 
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10° Des bactéries cultivées en milieu levuré-caséiné, centri- 
fugées, mises en suspension en milieu synthétique, puis irradiées, 
se lysent totalement ou partiellement. 

11° Des bactéries cultivées en milieu synthétique, additionnées 
de milieu levuré-caséiné et irradiées aussit6t, ne se lysent pas. 
Mais la lyse se produit si l’irradiation est pratiquée vingt minutes 
apres l’addition de milieu levuré-caséiné. 

12° Les bactéries lysogénes potentielles peuvent se présenter 
sous deux formes que nous avons appelées aptes et inaptes. Le 
choc inducteur agissant sur des bactéries aptes induit la pro- 
duction de bactériophages et la lyse de la totalité de la popula- 
tion. 

13° Des bactéries aptes, centrifugées, mises en suspension dans | 
un milieu dépourvu d’aliment carboné puis irradiées, se lysent 
si la suspension est additionnée immédiatement de milieu levuré- 
caséiné. Les mémes bactéries, irradiées et soumises a un jetine 
de deux heures, montrent aprés addition de milieu levuré-caséiné 
une croissance quasi normale. Le jetine entraine donc la suppres- 
sion des effets du choc inducteur : c’est-a-dire la guérison des 
bactéries aptes induites. 

14° Apres infection du mutilat sensible en milieu levuré, la d.o. 
des cultures est inultipliée par un facteur 2 4 3; les bactéries 
subissent 1 a 2 divisions. La période latente 4 37° est de quarante- 
deux 4 quarante-cing minutes. L’addition de lysozyme révéle la 
présence de bactériophages entre la trente-deuxiéme et la trente- 
cinquiéme minute. 

15° On peut se représenter B. megatherium lysogéne comme 
vivant en équilibre avec une particule spécifique douée de conti- 
nuilé génétique : le probactériophage. Sous l’influence d’une 
modification du métabolisme ou sous l’action d’un choc indue- 
teur portant sur des bactéries aptes, l’équilibre est rompu. Le 
probactériophage se développe et se dilférencie cependant que les 
bactéries se divisent deux fois, puis se lysent en libérant des 
bactériophages. 

16° Des bactéries potentiellement lysogénes peuvent donc étre 
a volonté transformées en bactéries aptes et celles-ci étre a 
volonté, sous l’effet d’un choc inducteur, contraintes de former 
des bactériophages qu’elles libéreront par lyse. 
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ETUDE DU COMPORTEMENT AUX ULTRASONS 
DES BACTERIOPHAGES FIXES 
SUR LES BACTERIES SENSIBLES 


par J. BEUMER et M.-P. BEUMER-JOCHMANS. 


(Institut Pasteur de Bruzelles.) 


Rouyer, Prudhomme et Grabar [6] ont constaté, en étudiant 
action des ultrasons sur plusieurs bactériophages, que les plus 
grands d’entre eux sont trés rapidement inactivés, méme en pré- 
sence d’hydrogéne et d’un réducteur. Un bactériophage de petite 
taille (S 13), par contre, résiste dans ces conditions, mais perd 
partiellement son activité (80 p. 100) lorsqu’on Tultrasenne) 
pendant deux heures en présence d’air. Anderson, Boggs et 
Winters [4] ont ultrasonné les bactériophages T, a T, de Demeree 
et Fano [31] et les résultats qu’ils ont obtenus indiquent que ces 
phages sont d’autant plus sensibles que leur taille est plus grande 
et leur structure plus complexe. En effet, les phages T,, T, et T,) 
qui se présentent, 4 l’examen au microscope électronique, comme 
de petites sphéres d’environ 45 my, de diamétre, munies d’une 
queue dans le cas de T,, font preuve d’une grande résistance, 
leur inactivation exigeant plus d’une heure. Au contraire, les 
phages T,, T,, T, et T,, qui perdent plus de 95 p. 100 de leur 
activité en cing minutes d’ultrasonnation, ont l’aspect de formes 
en tétard, munies d’une queue, et dont la téte volumineuse, de 
60 4 90 mp de diamétre, offre une ébauche de structure interne. | 
11 semble vraisemblable, comme l’admettent les auteurs, que les 
phages sphériques de petite taille échappent aux forces désinté- 
grantes de la cavitation, qui détruisent rapidement les phages 
plus volumineux a structure plus complexe. Anderson, Boggs et 
Winters font la remarque que les phages sensibles de la série T 
sont plus rapidement détruits que les bactéries de la souche B 
dE. coli sur laquelle ces phages sont actifs. 

Nous avons de méme comparé la sensibilité aux ultrasons des 
phages de notre collection et celle des bactéries sensibles A ces 
phages et ceci nous a amenés a rechercher le sort du phage lors- 
qu’on ultrasonne une suspension de germes sensibles sur lesquels 
ce phage est fixé. Les résultats que l’on obtient par cette méthode 
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sont susceptibles de nous éclairer sur les rapports du phage et 
de la bactérie sensible. Il nous a paru intéressant également 
d’appliquer l’ultrasonnation a I’étude de ces rapports, dans le cas 
d’une bactérie lysogéne, produisant un phage auquel elle est 
insensible (1). 


TECIINIQUE. 


L’appareil que nous avons utilisé, un générateur a quartz piézo- 
électrique des A. C. E. C. (2), ayant une fréquence de 1.000 kilo- 
cycles et une puissance acoustique totale de 120 watts, a été décril 
antérieurement [2]. 

Les liquides a ultrasonner sont contenus dans des cylindres de 
verre a fond de cellophane, que nous avons décrits précé- 
demment [2]. 

Nous avons étudié les phages suivants 

1° Le phage pfi (« principe faible initial ») qui donne, par éta- 
lement sur le germe sensible (coli¢S), des taches de trés grande 
taille entourées d’un halo; 

2° Le phage PF (« principe fort ») dont les taches sur la 
bactérie sensible (coli 9 R), sont de trés petite taille ; 

3° Le phage Twort dont les taches sur le staphylocoque Ew 


sont de taille moyenne. 


Rappelons que, comme nous l’avons montré précédemment [2], 
deux des germes sensibles 4 ces phages, les coligS et ¢R, sont 
rapidement détruits par les ultrasons, tandis que le staphylocoque 
Ew y est extrémement résistant. 

Nous avons utilisé comme souche lysogéne le bacille coli- 
forme de Lisbonne (variété R typique), dont les filtrats de culture 


-contiennent un phage (phage Lisbonne) qui, par étalement sur 


notre souche de Shigella dysenteriae (Shiga), donne des taches 
de taille irréguliére, mais généralement petites. Comme nous 
l'avons vu précédemment, le bacille de Lisbonne est trés sensible 
aux ultrasons [2]. 

Le dénombrement des bactéries viables se fait sur gélose ordi- 
naire en boite de Petri. Celui des phages en comptant les taches 
qui apparaissent lorsqu’on les étale sur gélose en boite de Petri 
avec une suspension épaisse de la souche sensible, par le procédé 
de la double couche, décrit par Gratia [4]. 


(1) Nous remercions 17. R.S.1. A. (Institut pour l’encouragement 
des Recherches scientifiques dans 1’Industrie et l’Agriculture) qui nous 
a confié cette recherche et nous a aidés dans son exécution. 

(2) Nous remercions la direction des A. C. E.G. (Ateliers de ene 
tructions Electriques de Charleroi) qui a mis cet appareil a notre dis- 
position, et les ingénieurs de Ja Division Electronique a la complaisance 
et A la compréhension desquels nous nous plaisons 4 rendre hommage. 
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1° AcTION DES ULTRASONS SUR LES PHAGES. — Les phages PF et 
Twort sont trés rapidement inactivés par les ultrasons, tandis 
que le phage pfi y est complétement insensible, méme apres trois 
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heures d’exposition. La figure 1 montre l’allure de Ja courbe 
(inactivation des différents phages. Dans le tableau I nous 
comparons le comportement aux ultrasons des phages et des 
bactéries sensibles correspondantes. 

Le tableau I montre trois combinaisons différentes de phages 
et de germes sensibles correspondants : 1° phage pfi résistant aux 
ultrasons et coligS rapidement détruit ; 2° phage PF et coli oR, 
tous deux rapidement détruits par les ultrasons, le phage 1’étant 
beaucoup plus vite que la bactérie ; 3° phage Twort sensible et 
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TABLEAU I. 
—_—_ eee 
a. 3 
ners POURCENTAGE DE PHAGES OU DE BACTERIES VIABLES 
S@p 8 
Ba A 
Bas oe pfi Coli gS PF ColigR Twort Staph. Ew. 
ae rae 100 14,4 2454 
NO Aaa 100 42,8 2.2 6,4 
Weve, 400 35 Died 20,25 0,6 oR 
SOR wees 100 21,4 0,3 ail 0 90,9 
4DAT G4 b 100 5,5 0,09 
BOL 5. ¢. 4100 Zia) 0,006 4 Ye} 429 (4) 
APA eyes 100 166 (4) 
18.04% 3 100 


(1) Cette augmentation apparente des germes viableg est due A la dispersion des amas 
de stapbylocoques par les ultrasons. 


NE SC 


staphylocoque Ew résistant aux ultrasons. I] n’y a donc pas de 
rapport entre la sensibilité ou la résistance aux ultrasons des phages 
ultrasonnés seuls d’une part, et des bactéries qu’ils sont capables 
de lyser d’autre part. 

Nous constatons également la relation déja signalée par les 
auteurs précédemment cités [41, 6] entre la taille des phages et leur 
sensibilité aux ultrasons. Les phages PF et Twort, qui donnent 
de petites taches ou des taches de taille moyenne, sont rapidement 
imactivés, tandis que le phage pfi, a grandes tache>, est comple- 
tement résistant aux ultrasons. La taille des phages étant en 
raison inverse de celle des taches qu’ils donnent, ce sont donc les 
phages volumineux qui sont sensibles aux ultrasons et le phage 
de petite taille qui leur est résistant. 


2° AcTION DES ULTRASONS SUR LES PHAGES FIXES SUR LES 
BACTERIES SENSIBLES. — Les phages ayant la propriété de se fixer 
sur les bactéries qu’ils sont capables de lyser, il nous a paru 
intéressant d’ultrasonner nos phages en présence des bactéries 
sensibles correspondantes. Dans un tel mélange, si on laisse a la 
fixation le temps de s’opérer, se trouvent des bactéries chargées 
de phage, des bactéries sans phage et du phage libre, en propor- 
tions variables, selon les proportions relatives de phage et de 
bactéries du mélange. 

Comme nous venons de le voir, nous disposons de trois 
systémes différents de phages et de bactéries sensibles : nous 
pouvons ainsi ultrasonner soit des bactéries chargées de phage, 

| les deux étant sensibles a J’ultrasonnation (coli ¢R + PF), ou 
un phage résistant fixé sur des hactéries sensibles aux ultrasons 
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(coli gS + pfi), ow enfin un phage sensible fixé sur des bactéries 
résistantes aux ultrasons (staph. Ew + phage Twort). 

Nous avons, en général, procédé de la maniére suivante. Les 
cultures microbiennes sur gélose ou en bouillon sont diluées en 
bouillon et Von y ajoute le phage a la dilution choisie. Le 
mélange est porté a l’étuve 4 37° pendant un temps suffisant pour 
que la majorité du phage soit fixée sur les bactéries, mais trop 
court pour lui permettre de s’y multiplier. Le mélange est alors 
soumis & l’action des ultrasons pendant une heure, le refroidis- 
sement étant assuré de maniére a éviter tout échauffement du 
liquide. Une fraction du mélange, maintenue en eau courante et 
non ultrasonnée, sert de témoin : on y vérifie ’absence de multi- 
plication du phage ou des bactéries, ainsi que l’absence de libé- 
ration du phage, pendant la durée de l’expérience. Dans les 
fractions prélevées, avant et aprés des temps variables d’ultra- 
sonnation, ainsi que dans le témoin, on procéde au dénombre- 
ment des germes, du phage total et du phage libre. 

1° Les germes sont dénombrés sur gélose en boite de Petri. 

2° Le phage total (phage fixé et non fixé) est titré en étalant 
directement la suspension bactérienne chargée de phage sur la 
souche sensible. 

3° Le phage libre, c’est-a-dire le phage non fixé sur les bacté- 
ries, est titré de la maniére suivante : la suspension bactérienne 
contenant le phage est refroidie et centrifugée, dés son préléve- 


ment, dans un tube glacé, afin de déposer les bactéries ; le liquide | 
surnageant débarrassé des germes contient le phage hbre, que — 


l’on titre par étalement sur la souche sensible. 

a) Phage pfi fixé sur coli oS. — Le coli gS est sensible et le 
phage pfi résistant aux ultrasons. Les résultats que l’on obtient 
en ultrasonaant un mélange de coligS et de pfi sont différents 
selon la richesse en germes de la suspension. 

C’est ainsi que lorsque cette derniére contient 28 x 10° germes 
et 5,7 x 10° phages par goutte, 93 p. 100 du phage étant fixés sur 
les germes, on observe, parallélement a la destruction du colis § 
par les ultrasons, une diminution rapide du phage total. La faible 
proportion de phage resté libre disparait d’ailleurs aussi rapi- 
dement (fig. 2). 

Par contre, lorsqu’on ultrasonne une suspension moins épaisse, 
contenant seulement 1,6 x 10° germes et 1,3 x 10® phages par 
goutte, 97 p. 100 du phage étant fixés sur les germes, on assiste 
a@ une augmentation massive du phage libre (plus de vingt-cing 
fois) qui contraste avec la destruction des germes, alors que dans 
le témoin non ultrasonné le phage libre n’augmente pas au cours 
de Texpérience. A la fin de celle-ci, le phage libre dans le mélange 
ultrasonné est aussi nombreux que le phage total, ce qui signifie 
cue tout le phage de la suspension existe sous forme libre (fig. 3). 
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Dans le cas des suspensions épaisses de coli 9S, tout se passe 
comme si le phage était détruit en méme temps que les germes 
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au cours de l’ultrasonnation : comme le phage, lorsqu’il est seul. 
nest pas détruit par les ultrasons, al, faut admettre que lorsqu’il 
est fixé sur les germes, il est inactivé en meme lemps que) la 
bactérie-hote. Dans le cas de suspensions bactériennes moins 
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épaisses, au contraire, nous observons une libération du phage 
fixé sur les germes ; redevenu libre, ce phage échappe 4 I’action 
destructrice des ultrasons sur les bactéries. 

Pourquoi cette différence de comportement ? Elle tient essen- 


voq. monbice, de phage atts c de bactores viebles, 
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tellement a la richesse de la suspension en bactéries et non, | 
comme nous l’avons vérifié, au rapport entre le nombre des phages | 
et celui des bactéries : les résultats sont les mémes dans chaque 
cas, que les bactéries soient beaucoup plus nombreuses que les 
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phages ou que le rapport phage/bactéries soit voisin de 1, comme 
dans les expériences relatées plus haut. 
_ Sans pouvoir fournir d’explications de ces différences, nous 
pouvons, en tout cas, affirmer que dans certaines conditions les 
ultrasons libérent le phage fixé sur les bactéries. Cette libération 
est surtout intense au début de lultrasonnation, ce qui semble 
indiquer qu’elle est plus rapide que la destruction des germes. 
| Il faut admettre que dans ces conditions, les ultrasons ont pour 
| effet de détacher le phage de la bactérie sensible ou de ses débris, 
| le corpuscule ainsi libéré échappant a V’action destructrice des 
| ultrasons. Au contraire, dans les suspensions bactériennes 
épaisses, il semble que l’inactivation du phage soit due a la mort 
de la bactérie-héte, le phage restant fixé a cette bactérie tuée ou 
a ses débris. On peut aussi supposer que dans ces conditions le 
| phage est libéré par les ultrasons, mais est immédiatement inac- 
| tivé par la masse des débris bactériens. Cette derniére hypothése 
expliquerait aussi que la faible proportion de phage restée libre 
| disparait rapidement au cours de |’ultrasonnation dans le cas des 
| suspensions bactériennes épaisses. 
Signalons enfin que si, dans des circonstances définies, le phage 
| pfi fixé sur le coli oS vivant est entiérement libéré par ultra- 
sons, seule une faible partie du phage fixé sur les bactéries tuées 
par chauffage a 60° est libérée par ultrasonnation. Or, nous avons 
signalé ailleurs [2] que les suspensions de bactéries tuées par la 
_ chaleur ne s’éclaircissent pas lorsqu’on les ultrasonne, bien que 
Texamen microscopique révéle la désintégration des cellules 
_ bactériennes. Cette absence d’éclaircissement indique probable- 
ment qu’il n’y a pas d’autolyse de la substance bactérienne, ce 
qui expliquerait que la majorité du phage reste fixée sur les débris 
bactériens non dissous. 

b) Phage PF fixé sur coli oR. — Lorsqu’on ultrasonne un 
' systéme tel que celui-ci dans lequel le phage et la bactéric-hdte 
sont tous deux sensibles aux ondes ultra-sonores, on observe une 
destruction paralléle du phage total et des germes. Si on compare 
la destruction du phage total en présence des bactéries (fig. 4) 4 
ia destruction du phage isolé (fig. 1), on constate que le phage 
 fixé sur les bactéries (98 p. 100 du phage total) est moins rapi- 
'dement détruit par les ultrasons que le phage isolé. On constate 
‘@ailleurs que la faible proportion (2 p. 100) de phage resteé 
‘libre dans le mélange est détruite plus rapidement que le phage 
total. 

Le ralentissement de la destruction du phage PF par ultra- 
<sonnation, lorsqu’il est fixé sur le coli ¢R, semble étre da au fait 
(que le phage n’est inactivé que lorsque la bactérie est Cee 
(Ceci peut s’expliquer de deux maniéres : ou bien la destruc oe 
(de la bactérie entraine l’inactivation du phage fixé, ou bien la 
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destruction de la bactérie libére le phage, qui est immédiatement 
détruit par les ultrasons. A l’appui de cette derniére hypothése, 
on peut signaler le fait que la faible proportion de phage resté 
libre dans le mélange ne disparait pas aussi rapidement que s'il 
élait seul : tout se passe comme si sa disparition était ralentie 
par une libération continue du phage fixé. La possibilité d’une 
telle libération nous est démontrée par le cas de phi + ¢S en 
suspension peu épaisse. 

c) Phage Twort fixé sur staphylocoque Ew. — Lorsqu’on 
ultrasonne ce mélange, dans lequel le phage sensible aux ultra- 
sons est fixé sur des bactéries qui y sont résistantes, on constale 
que pas plus que les germes, le phage total n’est détruit 
Mig. -%). 

Le phage fixé (95 p. 100 du phage total) parait done acquérir 
vis-a-vis des ultrasons la résistance des bactéries qui le portent. 
Le phage resté libre (5 p. 100) diminue d’abord trés rapidement, 
augmente ensuite, pour diminuer & nouveau a la fin de l’expé- 
rience. I] semble que ces fluctuations soient dues A une destruc- 


tion initiale rapide, suivie de la libération d’une faible quantité 


de phage, qui est rapidement détruite. Comme le phage libre ne 
représente qu'une faible proportion du phage tolal, ses fluc- 
tuations n’ont pas d’influence sur le comportement de ce dernier. 

Cette protection du phage Twort contre les ultrasons, dans les 
mélanges de phage Twort et de staphylocoque Ew, est bien due 
4 la fixation du phage sur la bactérie et non 4 la simple présence 
d’une masse de bactéries résistantes a l’ultrasonnation. En effet, 
si nous mélangeons le phage Twort a une suspension de staphy- 
locoque JB qui, comme le staphylocoque Ew, résiste aux ultra- 
sons, mais sur lequel le phage Twort ne se fixe pas, le phage 
est détruit aussi rapidement qu’en l’absence des bactéries. 

On constate donc que, d’une maniére générale, les phages fixés 
sur les bactéries se comportent vis-a-vis des ultrasons comme les 
bactéries qui les portent. Un phage sensible aux ultrasons n‘est 
pas détruit lorsqu’il est fixé sur des bactéries résistantes 4 Vultra- 
sonnation. Dans le cas ow les bactéries sont détruites par Ices 
ultrasons, le phage fixé sur ces bactéries est détruit également, 
mais sa destruction, moins rapide qu’en l’absence des germes, 
semble ne s’effectuer qu’a la faveur de la désintégration bacté- 
rienne. Si le phage fixé sur des bactéries sensibles & l’action des 
ultrasons y est lui-méme résistant, l’ultrasonnation a pour effet, 
dans certaines conditions, de libérer le phage, peut-étre méme 
avant la destruction des germes. Si cependant la suspension hac- 
térienne est trés épaisse, on constate une inactivation du phage 
paralléle a la destruction des bacléries. . 

Deux conclusions principales nous paraissent pouvoir ¢lre 
tirées de ces résultats. Le fait que les phages fixés sur les hacté- 
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ries se comportent comme ces derniéres vis-d-vis des ultrasons, 
nous parait indiquer que le phage fixé contracte avec la substance 
bactérienne des rapports suffisamment intimes pour acquérir 
certaines de ses propriétés. D’autre part, la possibilité, dans 
certaines circonstances, de libérer par ultrasonnation le phage 
fixé sur les bactéries est en elle-méme une constatation intéres- 
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sante, car la fixation est généralement difficilement réversible 
on parvient cependant parfois a libérer le phage fixé sur certaines 
bactéries en les lysant par le lysozyme (A. Pirie [5]). Par ultra- 
sonnation nous ne libérons jamais plus de phage que nous n’en 
avons introduit dans la suspension bactérienne : il s’agil done 
probablement bien d’une libération du phage initial et non d une 
multiplication de ce phage. Par conséquent il semble que, tea 
qu’il s’intégre partiellement a la substance bactérienne, le phage 
conserve, au moins dans certaines circonstances, une induyiciialite 
suffisante pour pouvoir étre libéré par des procédés qui détrui- 
sent les bactéries 
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3g ACTION DES ULTRASONS SUR LES CULTURES DE BACILLE LYSO- 
cine pe Lissonne. — Le bacille coliforme lysogéne de Lisbonne 


(variété R. typique) est trés sensible aux ultrasons [2] : apres 
soixante minutes il ne reste que 1 p. 100 environ. de germes 
viables. . 

Les cultures fillrées de ce bacille contiennent un phage, actif 
entre autres sur le bacille de Shiga de notre collection ; ce phage 
est, lui aussi, détruit par les ultrasons, comme le montre la 
figure 6. La destruction du phage est beaucoup plus rapide que 
celle de la baetérie lysogeéne. 

Apres avoir étudié le comportement aux ultrasons des phages 
fixés sur les bactéries, il nous a paru intéressant de rechercher 
les effets de Vultrasonnation sur une bactérie lysogéne. On sait, 
en effet, qu'une culture d’une telle bactérie contient du phage 
libre et du phage intracellulaire. En étalant sur gélose la culture 
totale, en présence de bactéries sensibles a l’action du phage, on 
dénombre a la fois le phage libre et le phage intracellulaire, la 
somme des deux constituant ce que nous appelons le phage total. 
Si, par contre, on centrifuge ou on filtre la culture lysogéne, le 
liquide surnageant ou le filtrat ne contiennent que le phage libre. 

Nous avons, dans nos expériences, suivi le sort du phage total 
et du phage libre (séparé par centrifugation), dans les cultures 
lysogénes ultrasonnées, en méme temps que la destruction des 
germes. 

Lorsqu’on ultrasonne des cultures en bouillon de bacille de 
Lisbonne Agées de cing heures (les résultats sont les mémes avec 
des cultures de vingt-quatre heures), on observe une destruction 
paralléle des germes, du phage total et du phage libre (fig. 7). 
Le phage est done détruit en méme temps que les bactéries, plus 
lentement par conséquent qu’en Vabsence des bactéries. 

Par contre, lorsqu’on ultrasonne des suspensions en bouillon 
de cultures de bacille de Lisbonne sur gélose Agées de vingt-quatre 
heures, ]a courbe que dessine (fig. 8) le phage libre est nettement 
différente des courbes du phage total et des germes. Alors que 
ces deux derniéres traduisent une destruction paralléle des bac- 
térics et du phage total, on voit que le phage libre augmente au 
début de l’expérience, se maintient constant pendant une vingtaine 
de minutes, et ne diminue ensuite que trés lentement. On assisle 
done 4 une libération continue du phage, ayant pour effet d’aug- 
menter Je phage libre au début de l’expérience et de ralentir 
ensuite sa disparition sous V’influence de J’ultrasonnation. On 
remarquera que la proportion du phage libre dans la suspension 
augmente par rapport au phage total au cours de l’expérience. 

Le phage Lisbonne étant trés sensible aux ullrasons, on ne 
pouvait espérer enregistrer une libération massive du_ phage, 
celui-ci étant détruit trés rapidement aprés sa libération. C'est 
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bien ce que l’on constate dans les cultures en bouillon, dans 
lesquelles le phage libre représente une fraction déja importante 
du phage total (10 a 20 p. 100) : la libération du phage ne se 
manifeste que par le ralentissement de sa disparition, le phage 
continuellement libéré remplacant celui qui est détruit. Par 
contre, dans les cultures sur gélose, dans lesquelles le phage 
libre ne se trouve qu’en trés faible proportion (0,1 a 0,2 p. 100), 
la libération du phage se traduit par une augmentation trés nette 
du phage libre au début de l’expérience, la lenteur de sa dispa- 
rition et l’accroissement de la proportion du phage libre par 
rapport au phage total. 

D’autre part, le parallélisme entre la destruction des germes 
et la disparition du phage total semble indiquer que le phage 
intracellulaire n’est pas détruit plus vite que les bactéries : en 
d’autres termes, on ne peut, malgré la plus grande sensibilité du 
phage, l’inactiver par les ultrasons, aussi longtemps qu’il est 
porté par une bactérie intacte. Nous avons d’ailleurs vérifié que. 
les bacilles de Lisbonne, qui ont résisté 4 une heure d’ultrason- 
nation, ont conservé leur propriété lysogéne. | 

L’ultrasonnation des bactéries lysogénes, lorsque le phage 
qu’elles produisent est trés sensible, ne permet pas d’extraire 
le phage en trés grande quantité, méme dans le cas d’une libé- 
ration importante. Nous avons essayé de libérer le phage sans 
le détruire en utilisant des puissances acoustiques plus faibles : 
nous n’avons pu trouver une puissance permettant une libération 
du phage sans le détruire en méme temps. 

Signalons, pour terminer, que lorsqu’on ultrasonne une culture 
de bacilles de Lisbonne chauffée a 59° pendant trente minutes, 
chauffage qui suffit 4 tuer la bactérie en respectant le phage, ce 
dernier est détruit par les ultrasons aussi rapidement qu’en 
Vabsence des germes. Comme dans une suspension chauffée, 
seul le phage libre donne des taches (comme le démontre la com- 
paraison du phage total et du phage libre), il faut admettre que 
les bactéries tuées ne libérent pas le phage sous I’action des 


ultrasons, ou que Je phage intracellulaire a été détruit par le 
chauffage. 


ResSUME ET CONCLUSIONS. 


1° Trois phages de notre collection (pfi, PF et Twort) ont été 
ultrasonnés, soit seuls, soit fixés sur les bactéries réceptives cor- 
respondantes. Ultrasonnés seuls, deux d’entre eux (PF et Twort) 
ont été rapidement inactivés, le troisiéme (pfi) s’est montré com- 
plétement résistant, méme aprés trois heures d’exposition aux 
ultrasons. Il n’y a aucun rapport entre la sensibilité de ces phages 
aux ultrasons et celle des hactéries sur lesquelles ils agissent. 
On observe, en effet, toutes les combinaisons possibles : phage 
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résistant aux ullrasons et bactérie sensible (pfi et colt gS), phage 
sensible et baclérie sensible (PF et coli g@R), phage sensible et 
bactérie résistante (Twort et slaphylocoque Ew). Par contre, 
comme d’autres auteurs l’ont déja signalé, ce sont les phages de 
erande taille (PF et Twort) qui sont détruits par les ultrasons et 
le phage de petite taille (pfi) qui résiste a leur action. 

2° Lorsqu’on ultrasonne un mélange de phage et de bactéries 
sensibles & l’action de ce phage, dans lequel la majorilé de ce 
dernier est fixée sur les bactéries, on constate que le phage se 
comporle généralement comme la bactérie-hdote. C’est ainsi que 
le phage Twort, pourtant trés sensible aux ultrasons, n’est pas 
détruit lorsqu’il est fixé sur le staphylocoque Ew qui résiste A 
Vultrasonnation. Inversement, la destruction du coli gS entraine 
Vinactivation du phage pfi, cependant résistant aux ultrasons. 
Enfin, alors que le phage PF ultrasonné seul est détruit beau- 
coup plus rapidement que le coli ¢R, sa destruction est forte- 
ment ralentie lorsqu’il est fixé sur ce germe, son inactivation ne 
paraissant s’effectuer qu’é la faveur de la destruction bactérienne. 
les rapports entre le phage et la bactérie-hote semblent done 
suffisamment ¢ltroits pour qu ils se comportent “de méme vis-d-vis 
dc certains agents. 

Dans les suspensions peu épaisses de coli gS, le phage pfi 
fixé sur les bactéries est libéré par les ultrasons. Il semble done 
que malgré Funion intime du phage et de la bactérie-hdte, le 
phage conserve son individualité dans la bactérie. C’est la des- 
truction de celle-ci qui libére le phage : en effet, Pultrasonnation 
du coligS tué par la chaleur ne libére qu'une petite partie du 
phage pfi fixé; or les suspensions de bactéries tuées par la 
chaleur ne s’éclaircissent pas quand on Jes ultrasonne. 

4° Le bacille coliforme lysogéne de Lisbonne est sensible aux 
ultrasons et le phage quwil libere en culture est encore plus sen- 
sible que la bactérie lysogéne elle-méme. I] n’est cependant pas 
possible par ullrasonnation de débarrasser les bactéries lysogénes 
du phage qu’elles contiennent, sans détruire les bactéries elles- 
mémes, D’autre part, en raison de la grande sensibilité du phage 
aux ultrasons, il n’a pas été possible d’en libérer de grandes 
quantités en ultrasonnant les bactérics lysogénes, le phage étant 
détruit dés sa libération. Toutefois, quand on ultrasonne des 
cultures de bacilles de Lisbonne sur gélose, dans lesquelleg le 
phage libre ne se trouve qu’en trés faible proportion (0,2 p. 100), 
on enregistre une libération massive du phage au début de Vexpé 
rience, contrairement & ce que l’on observe dans les cultures en 
bouillon qui, trés riches en phage libre au départ (20 p. 100), ne 
libérent ie phage que progressivement sous l’action des ultra- 
sons. En somme, tout se passe comme si, en bouillon, le phage 
élail réguliérement mis en liberté par les germes, tandis que sur 


is 
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eélose Ja majorilé du phage reste intracellulaire ou fixée sur les 
hactéries : c’est ce phage que les ultrasons détacheraient en 
grande quantité au début de l’expérience. 


BIBLIOGRAPHIE 
[4] Anperson (Th. F.), Boces (S.) et Wryrers (B. C.). Science, 1948, 
408, 18. 
[2] Beumer (J.) et Beumer-Jocumans (M. P.). Ces Annales, 1950, 79, 
52, 


[3] Demerec (M.) et Fano (U.). Genetics, 1945, 30, 119. 

[4] Graria (A.). Ces Annales, 1936, 57, 652. 

[5] Prare (A.). Brit. J. exp. Path., 1940, 24, 125. 

[6] Rovyer (M.), PrupHomme (R.-O.) et Grapar (P.). 1V° Congres inter- 
national de Microbiologie, Comptes Rendus, Copenhague, 
1949, 330. 


MULTIPLICATION DES BACTERIOPHAGES 
ET DES BACTERIES CHEZ LES SOURIS INFECTEES 
PAR SALMONELLA ENTERITIDIS, var. DANYSZ 


par R. WAHL et A. TERRADE (’). 


(Institut Pasteur.) 


On a souvent mis en doute l’action in vivo du bactériophage 
sur les bactéries. 

Cependant, a coté de nombreux travaux qui concluent par la 
négative, les expériences de Dubos, Strauss et Price [4], de 
Morton et Perez-Otero [2 et 3}, de Ward [7] ont montré que le 
phage peut se multiplier dans lorganisme et arréter |’évolution 
de certaines infections, Mais ces auteurs se sont adressés a des 
germes peu pathogénes pour la Souris, ce qui les a obligés a 
uliliser des artifices pour provoquer chez elle une maladie 
mortelle. 

Nous avons pensé qu’avant de chercher 4 guérir une maladie, | 
il convenait d’analyser l’action du phage dans l’organisme, et 
pour cela nous avons choisi une infection spécifique, a évolution | 
ires réguhére, donnant une forte septicémie, Vinfection expéri- | 
mentale de la Souris par Salmonella enteritidis, var. Danysz. 

Technique. — Les expériences ont été faites sur des Souris | 
blanches d’un poids moyen de 18 g. Les germes étaient injectés | 
par vole intrapéritonéale et injection des phages était faite par — 
ja méme voile immédiatement aprés. Dans certains cas, les injec- 
tions de phages ont été renouvelées. 

Trois préparations de phages (D,/0, D,/2 et T,/0), ainsi que 
trois souches bactériennes (0, 1 et 2) ont été utilisées. Les phages 
et les souches seront décrits dans une autre publication [6]. Les 
titrages de phages sont faits par la méthode de numération des 
plages, sur gélose a 1,5 p. 100 et ceux des bactéries par numé- 
ration de colonies sur gélose. 

Le sang est prélevé a l’angle interne de l’ceil au moyen d’une 
pipette effilée. I] est dilué au 1/10 dans de l'eau distillée, et 
0,1 cm* de cette dilution est étalé sur une plaque de gélose. 

A chaque prélévement on fait deux numérations de colonies, 


(“) Société Franeaise de Microbiologie, séance du 1° juin 1950. 


| 
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lune en présence de phage de titre élevé, l’autre en présence 
de sérum antiphage spécifique. La premiére donne le nombre 
de bactéries résistantes ; la différence entre la seconde et la pre- 
miére, le nombre de bactéries sensibles. Les litrages portent done 
sur 0,01 cm* de sang, et ne mettent pas en évidence les petites 
bactériémies. On sait qu’une Souris de 18 g. a environ 2 cm* de 
sang (1). On connait donc ainsi le nombre total des bactéries 
présentes dans le sang de l’animal. 

Des expériences préliminaires ont élé faites pour préciser 
’évolution des phages dans le sang des Souris non infectées et 
celle des germes dans le sang des Souris infectées non traitées. 


1° Le bactériophage injecté 4 des Souris non infectées ne se 
retrouve dans le sang que si la quantité injectée est assez grande, 
au moins 6~x 10° phages. 

Toutefois, rappelons que de petites quantités de phages peuvent 
échapper, puisque les titrages sont effectués sur 0,01 cm? de sang. 

Les phages disparaissent en vingt-quatre ou quarante-huit 
heures, suivant les doses injectées, 


TABLEAU I. 


TAUX PAR CENTIVETRE CUBE DE SANG 
PHAGES INJECTES 
Apres Apres Aprés Aprés 
1 heure 7 heures 2% heures 48 heures 
3 Se aon s 0 0 0 
Gee x08 2%. (<< aI 0 , 
XS DOSY ek deeatcs RS Se ale Ae aac 9X 10? 0 
i g2} SE KS a ee 2.4 < 107 G >< Alo Oo adue 0 


On voit done qu’on ne trouve au bout d’une heure, dans le total 
des 2 cm® de sang de la Souris, que 1,2 p. 100 et 22 p. 100 du 
phage injecté. Un certain nombre de phages sont donc perdus, 
probablement fixés et peut étre inactivés dans les wha coe 
nos expériences in vitro [5] ont montré, par ailleurs, qu'il fallait 
un grand excés de phages pour stériliser completement une 
culture, le phage doit done étre employé a trés hautes doses. 
Notons que nous avons pu maintenir un taux de phages assez 
élevé et constant dans le sang des Souris en pratiquant des injec- 
tions quolidiennes de phages. C’est done une technique qui pour- 
rait étre utile. 


(1) J. Dumas. Communication personnelle. 
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2° Evolution de la bactériémie chez les Souris infectées non 
traitées. — Il] faut distinguer les infections moyennes et les infec- 
lions massives : 

a) Dans les infections moyennes, par 200 a 2x 10° bactéries, il 
y a d’abord une phase latente : pendant les vingt-quatre a 
quarante-huit premiéres heures on ne trouve pas de_ bactéries 
dans le sang avec notre méthode. Comme les titrages sont faits 
dans 0,01 cm’ de sang, il est cependant possible que quelques 
bactéries s’y trouvent et ne soient pas mises en évidence. 

Au bout de quarante-huit heures, quelques bactéries sont 
décelées dans le sang. Ensuite deux éventualités peuvent se pro- 
duire : ou bien Je nombre des bactéries ne cesse d’augmenter 
jusqu’a Ja mort, qui se produit au moment ou le taux des bactéries 
dans le sang est trés grand (on a observé jusqu’a 2 x 10° bactéries 
par centimétre cube) ; ou bien les germes disparaissent momen- 


tanément au bout d’un ou deux jours. Ils reparaissent dans une | 


deuxiéme poussée qui précéde de peu la mort. Avec les souches 
trés virulentes, celle-ci survient au bout de quatre A six jours. 
Pendant presque toute l’évolution, la symptomatologie est trés 
pauvre. Dans les derniéres heures seulement apparait une diarrhée. 

b) Dans les infections massives par 10° bactéries environ, la 
bactériémie existe dés le début et ne cesse d’augmenter jusqu’A 
la mort, qui se produit en deux a trois jours. 


3° Multiplication des bactériophages chez les Souris infectées 


et traitées. — La multiplication du phage n’a pu étre mise en 


évidence que dans certaines conditions, concernant le nombre de 
phages et de bactéries injectés et la race du phage. 


a) Elle n’est décelable que si le nombre de phages injectés | 
dépasse un certain minimum, qui est du méme ordre que celui | 
qui est indispensable pour que le phage injecté sans bactéries 


soit retrouvé dans le sang. Dans nos expériences il était de 3 x 10°. 


b) La multiplication est habituelle aprés injection d’un grand | 
nombre de bactéries et d'un nombre de phages relativement petit, | 


TaBLeau II. 


PHAGES PAR CENTIMETRE CUBE DE SANG 
NUMERO BACTERIES PHAGES 


de la souche injectées injectés Apres Aprés Apres 
18 heures 24 heures 


3X 10° 
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comme le montre le tableau II (les phages injectés étant D,/0 
eu D,/2). 

Dans toutes ces expériences, aucun phage n’a été trouvé dans 
le sang des témoins, qui avaient recu la méme dose de phages, 
sans bactéries. 

On voit que la multiplication a fait défaut dans un des cas. 
C’est que, comme nous allons le voir, elle dépend aussi de la 
souche. 

c) La multiplication varie avec la souche bactérienne. Comme 
le montre le tableau précédent, avec le méme nombre de phages 
on a observé une multiplication aprés une injection de 2x 10® bac- 
téries des souches 0 et 2, alors qu’il fallait injecter davantage de 
bactéries de la souche 1 (4x 10%) pour observer une multiplication 
des phages. 

d) La multiplication dépend du nombre des bactéries injectées. 
Nous venons d’en voir un exemple; le tableau III montre 
que chez des Souris ayant recu 1,2 x 10° phages D,/2 et diverses 
quantités de bactéries de la souche 2, la multiplication du phage 
n’a été décelable qu’avec certaines quantités de bactéries injectées : 
1x 10°, 2x 10+ et 1x 10%. (La lettre A désigne les Souris témoins 
n’ayant recu que des phages, la lettre B les Souris ayant recu des 
bactéries et la méme quantité de phages.) 


TaBLEAU III. 


PHAGES PAR CENTIMETRE CUBE DE SANG 
BACTERIES INJECTEES 


Aprés 3 heures Aprés 7 heures Aprés 24 heures 


Avec le phage T,/0, la multiplication ne se produit pas non plus 
avec toutes les quantités de bactéries, comme le montre We 
] . 7 ss Ag 
tableau IV, concernant des expériences ot l'on a injecte a ieee: 
our! diver antités de la 
les Souris 3,5 x 10® phages T,/0 et diverses quankités a 
souche 2. 
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Notons qu’ici la multiplication a été plus rarement observée, 
peut-étre parce que le nombre de phages injectés est plus petit. 


TaBLEAu IV. 


PHAGES PAR CENTIMETRE CUBE DE SANG 
BACTERIES INJECTEES 


Aprés 3 heures Aprés 7 heures 


8 
3 


lorie.) me CO toe 
XX XX XK KX 


Ul est a noler que dans les cas ott la multiplication du phage 
fait défaut, on trouve moins de phages dans le sang de la Souris B | 
que dans celui de la Souris A. On peut se demander si des bacté- | 
ries ayant fixé des phages ne sont pas ensuite phagocytées. 

c) La multiplication dépend de la race du phage, comme le | 
montre le tableau V ott Pintensité de la multiplication des phages 
est indiquée par le nombre de croix. 


TABLEAU V. 


BACTERIES INJECTEES PHAGE D,/2 PHAGE Ts/0 


4+ 
+ 
0 
0 


++ | 


4° Evolution de la bactériémie chez les Souris infectées 
traitées par le phage. — Cette évolution est variable et nous envi- | 
Sagerons 3 cas 

a) L’évolution peut étre identique 4 celle que nous avons décrit¢ | 
chez les Souris infectées non traitées. En cas d’infection moyenne, | 
on voit alors apparaitre les bactéries dans le sang au bout de } 
quarante-huit heures. Elles peuvent en disparaitre momentané- | 
ment, ou y persister. Dans les infections massives, la bactéll 
riémie est précoce et continue jusqu’a la mort. | 
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Dans tous ces cas, le phage ne change rien a ]’évolution. 

b) D’autres fois (et c’est le cas de certaines infections moyennes), 
la bactériémie est plus précoce que chez les Souris non traitées. 
es ee a ee ce obit 

: écelée au bout 
de trois heures. Or, jamais nous n’avons trouvé de bactéries dans 
le sang des Souris non traitées dans ces conditions. 


Tasceau VI. — Souris ayant recu 1,2 X 10" phages D,/2 
et des quantités variables de la souche 2. 


SS 


BACSERIES PAR CENTIMETRE CUBE DE SANG 


BACTERIES 
injectées Aprés Aprés Aprés Aprés Aprés Aprés 
3 heures 5 heures 7 heures 24 heures | 48 heures 72 heures 
Een PAUXOM te 9) h 5 
4x 103 \ 1008 0 so 410 TESA): 
BSS 104 0 200 0 
2X 10° 0 0 3 & 10° QCH08 5 oo 04 
2x 106 0 TSCA SIS: Ah Seale 
Be 4 1403 R 
1 >< 108 6 x 10°S > - toss; Mort. 


Les lettres R et S indiquent respectivement les bactéries sensibles et 
résistantes. tn l’absence de ces indications il s agit uniquement de bactéries 
résistantes. 


Knsuite, l’évolution est la méme que chez les Souris non 
traitées, soit disparition momentanée, soit persistance continue 
des bactéries dans le sang. La mort se produit dans les mémes 
délais que chez les témoins. 

c) Enfin, le phage a retardé nettement l’évolution dans 2 cas. 
L’un concernait une infection par 2 x 10° bactéries, traitée par 
1 cm® de phage T,/0, titrant 5x 10% phages par centimétre cube. 

Voici les nombres de bactéries du sang donnés par les numé- 
rations successives (la lettre A désigne le témoin, la Souris B a 
recu des germes et des phages) : 


OUiOUraee ak ieee 5a A353 410" bact LB: 0 
Cer ONT ete a ale eee ote CAs XX LOB = By 0 , 
FOTO -o bo Keo bed os Be B : 9 (Sensibles). 


La souris A meurt & ce moment 
et on trouve chez la souris traitée : 


Den OUL ear a 4,3 < 10° bact. sens. et 3 X 10? résist. 
: nS ori 0 os. 

HO OULe te A eeelons fee OD 

oe] OUPM Mee et tenant are tetas — — 4,8xX410? — 

Seicuume Memes teaceee eX 10% Se TS 0 ne 


La souris meurt & ce moment. 
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L’autre cas concernait une infection par 2x 10* bactéries traitée 
par des injections quotidiennes de 1 cm*® de T1,/2, titrant 10° 
phages par centimétre cube. 

Dans le tableau VII, la lettre A désigne une Souris qui a regu 
au début une injection unique de 1 cm’ de phage ; chez la Souris B 
la méme injection a été renouvelée tous les jours. 


TaBurau VII. 


BACTERIES PAR CENTIMETRE CUBE DE SANG 


Apres Apres Apres Aprés | Aprés | Aprés | Aprés Aprés 


1 jour 2 jours 3 jours | 4 jours| 7 jours] 8 jours] 9 jours} 10 jours 
A 0 I X<A0 Ss roan 108 0 200 0 150 1,2 X 404 
B 0 Dixe 102 Spoil 03 3 >@Al0e 0 0 0 0 


Une Souris témoin, qui n’avait pas recu de phage, est morte 
au septiéme jour; la Souris A est morte au dixiéme jour et la 
Souris B au quatorziéme jour. Il est 4 remarquer d’une part, que 
la Souris A a présenté trois poussées de bactériémie avant de 
mourir ; d’autre part, que chez la Souris B, les bactéries ont 
disparu du sang & partir du sepliéme jour. 


APPARITION DES BACTERIES RESISTANTES DANS LE SANG 
DES SOURIS TRAITEES. 


En général, dés la premiére numération positive, toutes les 
bactéries décelées dans le sang sont résistantes et cela méme 
quand l’apparition des bactéries est plus précoce chez les Souris 
traitées que chez les témoins. Nous avons constaté que celles-ci 
ont le méme pouvoir pathogéne que les bactéries sensibles, ce 
qui explique que le phage ne modifie guére l’évolution de 
Vaffection dans ces cas. 

Mais dans certains cas, le sang contient pendant longtemps des 
bactéries sensibles. On a méme vu, comme dans le premier cas 
du paragraphe c, les bactéries résistantes apparues tardivement 
disparaitre a la fin de Vévolution et étre remplacées par des 
sensibles. Ces faits trouveront peut-étre leur explication dans les 
recherches de R. Wahl et L. Blum-Emerique [4] sur les bactéries 
demi-résistantes. Quoi qu’il en soit, ils rendent compte de l’action, 
dans certains cas, des injections répétées de phages. 
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_ L° Les phages n’ont été décelés dans le sang des animaux non 
infectés que dans les cas oti la quantité injectée était au moins 
6x 10° phages. Ils en sont élimmés rapidement. 

“° La bactériémie chez les Souris infectées non traitées est 
tardive et peut présenter une rémission. 

3° La multiplication des phages, chez les animaux ayant recu 
a la fois des phages et des bactéries, est fréquente, mais elle 
exige pour se produire un minimum de phages et certaines 
proportions de phages et de bactéries. 

Elle varie avec la race de phages et la souche bactérienne. 

4° Les phages peuvent soit ne pas modifier ]’évolution de la 
bactériémie, soit la rendre plus précoce, soit la retarder et méme 
la faire disparaitre de fagon prolongée (en particulier si l’on 
répéte les injections de phages). Leur action dépend certainement 
de plusieurs facteurs, dont l’un seulement est la précocité plus 
ou moins grande d’apparition des bactéries résistantes. 

En conclusion, nous pensons que dans les conditions de nos 
expériences il faudrail, pour obtenir une action du phage in vivo. 
choisir une race de phage appropriée A la souche, utiliser le 
phage en grand excés et probablement en répéter les injections. 
En effet, le taux du phage doit étre maintenu dans le sang au- 
dessus d’un certain seuil et il faut agir avant l’envahissement de 
Vorganisme par les résistants. 

Mais i] est évident que d’autres facteurs, encore inconnus, 
entrent en jeu puisqu’on peut voir les bactéries résistantes dispa- 
raitre du sang et nous espérons que l'étude de l’évolution des 
cultures en présence de phages, dont nous publions ailleurs les 
premiers résultats [5], fournira d’utiles renseignements a leur 
sujet. 
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EFFETS ANTITUBERCULEUX 
DU P-AMINO-SALICYLATE DE STREPTOMYCINE 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN, H. CHAIGNEAU et J. HENRY-EVENO. 


Unstitut Alfred-Fournier, 
Institut national d’Hygiéne et Caisse nationale 
de la Sécurité sociale.) 


Le p-amino-salicylate de streptomycine (S-PAS) est un sel de 
la base-streptomycine et de l’acide p-amino-salicylique, contenant 
56 parties de streptomycine (S) et 44 parties de cet acide [PAS] 
(Hobby, Regna et Lenert [4]). Une molécule de l’antibiotique- 
base, se combinant a trois molécules de PAS, donne un sel hydro- 
soluble, dont le poids moléculaire est de 1.089 et qui renferme 
558 yg de’ streptomycine-base par milligramme [1 g. de cette 
derniere se combine a 0,8 g. de PAS] (Adcock, Stow, Rabezzana 
et irwin [2]). Entre les mains de Hobby et ses collaborateurs 
(lec. cit.), le p-amino-salicylate de slreptomycine (dérivé synthé- 
lisé par Chas. Pfizer et C°, Brooklyn, New-York) s’est révélé 
ue vitro doué d’un pouvoir bactériostalique antituberculeux deux 
fois supérieur 4 celui de la streptomycine, I] crée moins facile- 
ment des mutants streptomycino-résistants que lantibiotique lui- 
méme. Son effet préveniif dans la tuberculose expérimentale de 
la souris a été étudié par Hobby et Lenert [3]. Les animaux ont 
été contaminés par des injections transcraniennes de B. K. 
(souche H 87 Rv) et traités par des doses quotidiennes équiva- 
lentes & 0,4 mg. d’antibiotique. Les résultats se sont montrés 
aussi satisfaisants qu’avec 2 4 3 mg. de sulfate de S. Et de 
conclure : « La quantité de PAS présente dans ce composé semble 
suffisante pour modifier l’évolution de l’infection tuberculeuse de 
la souris ». 

Il nous a semblé utile de vérifier ces données tant in vitro que 
dans l’organisme vivant. Dans ce but, A. Girard a préparé 
le S-PAS (dont 1,790 g. contient 1 g. de streptomycine-base). Des 
essais in vitro soit sur la souche de B. K. humaine H 512 (milieu 
de Dubos), soit sur la souche SAPC (S. Arloing ef P. Courmont) 
ont été effectués. Les résultats sont consignés dans les tableaux I, 
if et TI, ott une comparaison entre les effets bactériostatiques 
dz S-PAS et d’un mélange équivalent de PAS et de S est enre- 
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TasLeau II]. — Activité antituberculeuse /n vitro du p-amino-salicylate 
de streptomycine et de l’association PAS +streptomycine a 
légard de la souche de B K. SAPC (Arloing et Courmont). 
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zistrée. Il résulle de ces tableaux que l’activité tuberculostatique 
des mélanges de S et de PAS est quelque peu supérieure a celle 
du S-PAS. Done, aucun avantage manifeste de ce dernier. 


Essais in vivo. — Des souris sont contaminées, par vole intra- 
veineuse, avec 1 mg. de B. K. souche H 512 (culture sur Léwen- 
stein, 4gée de quatre a cing semaines). Un premier lot, non traité, 
sert de témoin. Un second lot recoit 1,8 mg. de S-PAS par animal 
et par jour (voie sous-cutanée). Un troisiéme lot est traité par 
0,8 mg. de PAS et 1.000 U. de streptomycine (également par voie 
sous-culanée) quotidiennement et par souris. Ci-dessous les résul- 
iats enregistrés selon la méthode utilisée dans nos travaux anté- 
rieurs. 


1° Souris témoins. — Mortalité [entre dix-neuf et cinquante et 
un jours (maximum dix-neuf et quarante jours)] = 100 p. 100. 
Lésions pulmonaires trés intenses (+ + Ao = 100 p. 100). 


Poumon normal = 0 p. 100. 


Bacillose pulmonaire : 
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Donec, infection constamment mortelle, 4 évolution térébrante. 
2° Souris traitées par le S-PAS. — Mortalité (entre vingt-sept 
et vingt-huit jours) = 10 p. 100. Survie : 90 p. 100 (jusqu’au cin- 
quante-troisiéme jour, date a laquelle les animaux survivants ont 
été sacrifiés), 
Lésions pulmonaires généralement légéres, consistant en folli- 
cules isolés, non confluents; rarement, alvéolite circonserite. 
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Poumon normal (de 3/5 a 4/5) = 66 p. 100 des sujets. 


Bacillose des poumons : 


p. 100 
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B. Ix. dispersés dans la rate et le foie. 

En résumé : Effet antituberculeux manifeste, survie prolongée 
et altérations pulmonaires cicatricielles se rapprochant de celles 
engendrées par la streptomycine (abondance de cellules granulo- 
adipeuses, présence de bactéries dégénérées et hypochroma- 
tiques). Phagocytose marquée. 

3° Souris traitées par l'association PAS et streptomycine (sépa- 
rément). 

Mortalité (trente-neuviéme jour) = 5,2 p. 100. Survie entre 
quarante-neuf et cinquante-cing jours : 94,8 p. 100. 

Les altérations du poumon offrent le méme aspect que celles 
décrites précédemment (cellules granulo-adipeuses : 42 p. 100). 
Poumon normal (38/5 4 5/5) = 68 p. 100. 


Bacillose pulmonaire : 


p. 100 
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SL hee Gel el a a a Bis) STO tipo ie oid ews 
Ae Ss a tle un he oeae nn Ce POPE ee == A055 32,6 p. 100. 
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Paucibacillose de la rate et du folie. 

En bref, mémes effets antituberculeux que chez les souris trat- 
tées par le S-PAS. 

L’ensemble de ces données est résumé dans le tableau IDV 


Coxctustons. — Les effets antituberculeux observés chez les 
souris traitées par le p-amino-salicylate de streptomycine (S-PAS) 
sont en tous points comparables a ceux constatés chez les sujets 
avant recu des doses équivalentes de streptomycine et d’acide 
p-amino-salicylique administrées en injections séparées. Aucune 
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supériorité, du point de vue thérapeutique, du sel S-PAS n'a été 
constatée. L’avantage de l'utilisation pratique de ce dernier sel 
résiderait plutot dans l’administration simultanée de ses consti- 
tuants (acide PAS et streptomycine), au leu d’injections séparées 
de chacun de ces dérivés. 
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POLYOSIDE CAPSULAIRE 
D'UN CHAMPIGNON PATHOGENE 
TORULOPSIS NEOFORMANS 
RELATION AVEC LA VIRULENCE 


par E. DROUHET, G. SEGRETAIN et J.-P. AUBERT eye 


(/nstitut Pasteur. Service de Physiologie végétale et Mycologiz 
el Service des Fermentations.) 


Toluropsis neoformans (Sanfelice) = Torula histolytica (Stod- 
dard et Cutler) est une levure anascosporée pathogéne, entourée 
d’une substance visqueuse qui forme la capsule. 

La transformation d’une souche de T. neoformans type S, peu 
capsulée, en un type muqueux a cellules entourées d’une énorme 
capsule, nous a permis d’étudier expérimentalement les relations 
entre la capsule et la virulence. 

L’absence remarquable chez Vhdte de défense cellulaire et 
sérologique qui caractérise Vinfection par ce champignon parait 
liée A Vexistence de cette capsule [4]. En effet, Klgman [4] a 
réussi 4 extraire un polyoside capsulaire qui est sérologiquement 
inactif. 

L’importance considérable que présente le matériel capsulaire 
non seulement pour la morphologie des cellules et l’aspect des 
colonies, mais aussi vis-a-vis du comportement envers l’orga- 
nisme parasité, nous a incité a étudier la composition chimique 
de celte capsule. 


CARACTERES DES SOUCHES uTILIséEs. ~— La souche initiale de 
Torulopsis neoformans a été isolée d’un liquide céphalo-rachidien 
remis par M. le Professeur Mollaret et provenant d'une malade 
atteinte de méningo-encéphalite. Aprés quarante-huit heures de 
culture sur gélose peplonée maltosée (milieu de Sabouraud) elle 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1950. 
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se présente sous forme de colonies crémeuses, légérement bom- 
bées, blanches puis jaundtres, a surface lisse, humide, a bords 
arrondis, réguliers, correspondant au type « smooth » (S). Au 
microscope, les levures se présentent sous forme sphérique ou légé- 
rement ovalaire, mesurant 4-8 », bourgeonnantes, délimitées par 
une membrane épaisse. L’examen d’une suspension de levures 
dans une goutte d’encre de Chine (fig. 1) montre des éléments 
cellulaires entourés d’une mince auréole claire, qui représente la 
capsule et qui ne dépasse pas 1 yp, d’épaisseur. 

Aprés un an de repiquage sur la gélose Sabouraud, une culture 
nommée S,, s’est dissociée en donnant une culture du type 
muqueux. Les caractéres de cette forme muqueuse nommée M,,, 
sur le milieu de Sabouraud au maltose brut, sont les suivants 
colonies transparentes les premiers jours, se pigmentant ensuite, 
mais toujours moins que la souche originelle ; surface luisante 
el consistante si visqueuse que le prélévement a l’anse est diffi- 
cile. La capsule fortement grossie peut atteindre 10 y, d’épaisseur 
(fig. 2). Cultivée sur diverses sources carbonées, cette souche M 
donne des variations importantes dans les dimensions de la cap- 
sule et du corps cellulaire. : 

D’autre part, ces deux souches S et M présentent les mémes 
caractéres fermentaires et les mémes besoins en facteurs de crois- 
sance (thiazole + pyrimidine, ou aneurine). Ultérieurement, en 
partant de l’une ou |’autre souche, nous avons obtenu sur colonies 
géantes des variations sectorielles (fig. 3) ot les secteurs clairs 
représentent le type S et les secteurs foncés le type M. 


CAPSULE ET VIRULENCE. 


Pour l’étude de la virulence des souches, nous avons choisi la 


souris et le cobaye qui se sont montrés les animaux les plus sen- 
sibles 4 Vinfection expérimentale. 


Expérience I. — Les souris de deux lots de chacun 15 animaux ont 
été inoculées par voie intrapéritonéale avec 0,3 cm de suspensions de 
cultures jeunes de Torulopsis contenant 40.000 cellules au milli- 
métre cube. 

Lot n° 1, souche M,, fortement capsulée, cultivée sur maltose brut 
et mesurant : diamétre cellulaire 6 p> diamétre total (cellule + 
capsule) 24 Ue 

Lot n° 2, souche S,, peu capsulée, cultivée sur glucose et mesurant : 
diamétre cellulaire 6 v5 diamétre total (cellule + capsule) 8 U 

Les résultats donnés dans le graphique I et conformes a ceux d’autres 
expériences sont les suivants moyenne de survie des animaux 
lot n° 1, sept jours ; lot n° 2, vingt-quatre jours. 
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On obtient un résultat semblable avec deux lots de 3 cobayes ino- 
culés avec 0,3 cm® de suspensions des levures Sa, et Mo. Ma moyenne 


Grapuigur |. — Le graphique représente la survie en jours (hauteur des colonnes) 
de deux lots de souris (chaque colonne représentant une souris) inoculées 
par voie intrapéritonéale avec : Souche |Ms, de Torulopsis neoformans a 
grosse capsule (10 u d’épaisseur) cultivés sur gélose peptonée maltosée. 
Souche S,, de Torulopsis neoformans a petite capsule (1 vu dépaisseur) culti- 
vés sur gélose peptonée glucosée. 


de survie a été de vingt-sept jours avec la souche S,, et de cing jours 
avec la souche M,,. 

Les levures fortement capsulées se montrent donc beaucoup plus 
virulentes que celles qui le sont peu. 


Expérience IJ. — Cherchant une explication 4 ce phénoméne, nous 
avons étudié in vivo l’action de la phagocytose provoquée sur les deux 
types S et M de culture. Deux lots de souris et deux lots de cobayes 
ont été préparés par injection intrapéritonéale 4 chaque animal de 
0,5 cm? et 1 cm? respectivement de bouillon stérile. Aprés vingt heures, 
ayant constaté un important afflux leucocytaire, on injecte dans le 
péritoine de la souris 0,5 cm? et dans celui du cobaye 1 cm® de suspension 
de levures de type S,, dans un lot et de type Ms, dans l’autre. On suit 
l’évolution de la phagocytose sur frottis, colorés au bleu de méthyléne, 
de prélévements intrapéritonéaux effectués trois heures, cinq heures, 
dix-huit heures, vingt-quatre heures et trente-six heures aprés ]’ino- 
culation : les membranes des levures se colorent en rose, les capsules 
restent incolores, tandis que les phagocytes et les corps des levures 
prennent le bleu. Les levures peu capsulées de la souche S,, sont rapi- 
dement englobées par les macrophages et aprés vingt-quatre heures 
on ne trouve plus de levures libres dans le péritoine. Les levures forte- 
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ment capsulées M,, ne sont pas phagocytées ; elles sont toutes entourées 
de gros mononucléaires du type macrophagique qui forment une cou- 
ronne autour de la capsule A l’abri de laquelle la levure se multiplie 
par bourgeonnement (fig. 4). 

Nous avions déja signalé dans une note précédente [8] un phéno- 
méne de cet ordre. Dans 1’étude anatomo-pathologique de la maladie 
expérimentale provoquée par inoculations de la souche S,, au cobaye 
el 4X la souris, nous notions 1’existence de deux sortes de lésions 
(fig. 5) : 1° des kystes ou lacunes ot on ne trouve que des levures 
entourées d’un abondant matériel capsulaire sans réaction cellulaire ; 
2° des lésions du type abcés contenant de nombreux mono- et poly- 
nucléaires et de petites levures peu capsulées, parfois phagocytées, 

En conciusion, chez ce champignon, comme chez de nombreuses 
bactéries pathogénes, la capsule joue un rdle important dans l’enva- 
hissement de l’organisme au cours de la maladie expérimentale, le 
degré de virulence du germe dépendant de 1’épaisseur de la capsule. 
A l’abri de celle-ci, les cellules se multiplient et l’organisme parasité, 
ne possédant pas de moyens de défense, succombe par envahissement. 


REACTIONS sEROLOGIQUES. — La plupart des auteurs n’ont pu 
mettre en évidence une réponse sérologique a l’infection, tant chez 
homme que chez l’animal. Benham [4] ne peut obtenir d’agglu- 
tinines ni de précipitines chez le lapin inoculé avec des cellules 
entiéres, mais réussit & produire des anticorps, faiblement agglu- 
tinants, en injectant des cellules décapsulées par l’action de 
Pacide chlorhydrique 4 N/20. La présence de I’énorme matériel 
capsulaire parait donc, suivant Benham, inhiber Ja production 
d’anticorps. 

Kligman [4], dans une étude compléte faite en inoculant diffé- 
rentes souches de T. n. vivantes ou tuées, n’arriva pas a provo- 
quer la formation d’anticorps chez le lapin, le cobaye et la souris. 
Du matériel capsulaire, il isole un polyoside qui s’est montré 
sérologiquement inactif. Nous confirmons pleinement, avec nos 
souches, les données de Kligman : les cultures capsulées ect non 
capsulées, vivantes ou tuées, n’ont pas pu nous donner de réponse 
sérologique. 

Or, la plupart des polyosides bactériens sont sérologiquement 
aclifs. Cependant, Kendall, Heidelberger et Dawson [3] ont isolé 
de certains streplocoques hémolytiques et de pneumocoques, un 
mucopolyoside sérologiquement inactif, formé d’acide hyaluro- 
nique, constituant normal de l’organisme animal. 

L’absence de réaction immunologique du matériel capsulaire 
et le role qu'il joue dans la virulence montrent l’importance de 


la capsule et Vintérét d’une connaissance plus approfondie de sa 
composition chimique. 
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ErTupE CHIMIQUE DU POLYOSIDE CAPSULAIRE, 


La composition chimique du polyoside capsulaire de Torulopsis 
neoformans semble variable suivant les souches étudiées. En effet, 
Mager et Aschner [5], dans une étude sur les polyosides de diffé- 
rentes levures encapsulées, ont trouvé des souches de T. neofor- 
mans dont la capsule se colore en bleu par V’iode. Du milieu de 
culture, ils isolent de l’amidon et un polyoside d’origine capsu- 
laire formé de d-xylose et de d-glucose. Hehre et coll. [2] isolent, 
dans des conditions 4 peu prés semblables, de l’amylose, du gly- 
cogene et un pentosane. Mais Kligman, dans son travail immu- 
nologique sur Torulopsis neoformans, signale des souches soit 
amylogénes, soit non amylogénes. I] libére la substance capsu- 
laire d’une de ces derni*res souches par chauffage des levures 
a 100° en présence d’acide chlorhydrique 0,5 N, et le polyoside 
visqueux ainsi mis en solution ne contient, apres purification, 
mi azote, ni phosphore. 


IsoLEMENT DU POLYOSIDE CAPSULAIRE. — La souche de Toru- 
lopsis neoformans M,, 4 grosses capsules non colorables en bleu 
par l’iode ne libére pas de polyoside dans le milieu de culture 
comme celle de Aschner et Mager et les levures ne sont pas non 
plus décapsulées par extraction a l'eau bouillante. L’emploi 
d’autres méthodes habituellement utilisées pour la mise en solu- 
tion des polyosides bactériens (congélations et décongélations 
successives, méthode de Boivin et Mesrobeanu 4 I’acide trichlor- 
acétique, autolyse, action de la potasse a froid) n’ont pu nous 
permettre de libérer le matériel capsulaire. Evitant I’hydrolyse 
acide trop brutale employée par Kligman, nous avons extrait un 
polyoside capsulaire extrémement visqueux au moyen de la 
méthode alcaline a chaud. 

Technique. — Les cultures de Torulopsis furent faites sur le 
milieu de Sabouraud (maltose brut, 40 g. ; peptone Chapoteaut, 
10 g. ; gélose, 20 g.; eau, 1.000 g.). Les levures furent récoltées 
apres dix jours d’incubation a 32° et vingt-quatre heures apres 
action stérilisante du phénol a 2 p. 100. La trés grande viscosité 
des suspensions oblige 4 employer des volumes considérables 
d’eau distillée (la récolle de 50 boites de Roux pesant sec ee 
100 g., par exemple, nécessite un volume d au moins ee 
d’eau) et rend trés difficiles et longues les centrifugations. pl 
la récolte on effectue trois lavages par précipitation avec un 
volume d’alcool a 96°, centrifugation et remise en suspension 
_ dans -l’eau. ar scat A 

La suspension de levures lavées est alcalinisée par i Na 
normalité, puis chauffée a Vébullition pendant eles we 
minutes, ce qui provoque la décapsulation que l’on suit au mic 


. 
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scope sur préparation a l’encre de Chine. Aprés neutralisation a 
acide acétique glacial, on centrifuge les corps cellulaires décap- 
sulés et on précipite le liquide surnageant par un volume d’alcool 
4 96°. On laisse se séparer au repos le polyoside précipité, on 
décante le liquide et on termine la séparation par centrifugation. 
Le précipité redissous dans une solution d’acétate de sodium a 
5 p. 100 et d’acide acétique a 2,5 p. 100 est de nouveau précipité 
par l’alcool. La culture de 50 boites de Roux, représentant 80 g. 
de poids sec de levure, fournit environ 10 g. de polyoside brut. | 


PuRIFICATION pU poLyosipg. — Nous avons purifié le polyoside 
brut par la méthode de Sevag : déprotéinisation par agitation 
avec le chloroforme et élimination du gel formé par centrifuga- 
tion. La déprotéinisation compléte exige 8 a 10 traitements suc- 
cessifs. On dialyse enfin contre de l’eau distillée, on précipite 
par l’alcool absolu, puis on lave 4 l’alcool et a l’éther et on séche 
sous vide. 


CaRactERES GhNURAUX. — Le polyoside obtenu représente bien 
le matériel capsulaire. En effet : | | 
i° La décapsulation des levures est suivie au microscope et, dés | 
qu’elle est réalisée, l’extraction alcaline est arrétée ; 
2° Le taux du polyoside obtenu dépend de la grandeur des | 
capsules. 


POIDS 
de polyoside 
- 100 
de levures séche 


EPAISSEUR VOLUME 
CULTURE de la capsulaire 
capsule approximatif 


4, 60 
45,37 : 


Le polyoside sec est une substance fibreuse, blanc grisatre, | 
ressemblant un peu a l’amiante, trés difficilement soluble dans | 
eau. Ses solutions sont douées d’une forte viscosité : une solu- | 
tion de 0,25 g. p. 100 dans leau distillée posséde une viscosité | 
de 18,95 centipoises a 23°, mesurée au viscosimétre d’ Ostwald. | 
Jin pratique, il est trés difficile d’obtenir des solutions plus | 
concentrées que 5 g. par lire. 

Le polyoside sec contient encore 3 p. 100 de cendres, sans trace ! 
de phosphore. Les tests azotés de Millon, xanthoprotéique, biuret | 
ct ninhydrine sont négatifs et la quantité d’azote total obtenu | 
apres attaque Kjeldahl n’excéde pas 0,3 p. 100 du produit see. | 
Tandis que la solution ne réduit pas la liqueur de Fehling, la 
réaction de Molish est fortement positive, la réaction de la gluco- | 
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samine de Elson et Morgan négative, et la réaction au naphto- 
résorcinol fortement positive. 


DETERMINATION DES CoNstIrUANTS. — Hydrolyse du polyoside. — 
Dans l’acide sulfurique 2N, au bain-marie bouillant, la mise en 
liberté des sucres réducteurs est assez lente. Les sucres réduc- 
teurs évalués en glucose suivant la méthode de Schaffer et Hart- 
mann [9] atleignent 20 p. 100 du poids total aprés une heure 
hydrolyse. La quantité maximum de 60 p. 100 est atteinte 
au bout de cing a sept heures. En continuant le chauffage, la 


60 


s % 


sucres réeducteur 


y LoS a Sie ee ce 
temps en heures 


Courpr. — Marche de Viiydrolys: du polyoside en fonction du ltemys. 


quanuilé de sucres réducteurs est constante et le milieu brunit. 

Aprés cing heures on arréte l’hydrolyse et on neutralise a la 
baryte, puis au carbonate de baryum a chaud. Aprés centrifu- 
gation, la solution est concentrée sous vide a 40° a faible volume 
et précipitée par deux volumes d’alcool absolu. La fraction sur- 
nageante P, contient des sucres libres, tandis que le précipilté 
gommeux est de nouveau hydrolysé a l’acide sulfurique pendant 
douze heures. Aprés neutralisation barytique, on obtient, par 
addition de 8 volumes d’alcool, un fin précipité PVII,, luieméme 
hydrolysable dans I’acide sulfurique normal, 4 110° pendant une 
heure. Aprés neutralisation barytique, on obtient par addition de 
8 volumes d’alcool-un nouveau précipité PVII,, ne contenant plus 
qu'un seul constituant. 


IDENTIFICATION DES DIFFERENTS CONSTITUANTS. — La méthode de 
la chromatographie de partage sur papier de Part idge [6] nous 
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a permis de suivre la marche de l’hydrolyse acide et nous a 
euidés dans la détermination des constituants. Nous avons utilisé | 


t 

4 
: 
ee 
od 
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nn ee nee mENGE Une 
Glc Bm Py us x 


: MM 
Gol M E Abs 
Butanol 
reneeh is Corsair - 
Fic. 6. — Chromatographie descendante sur papier. Gluc., glucose, Gal., galac- 


tose; X, xylose; M, mannose; GaB, galacturonate de baryum; GIB, glucuro- 
nate de baryum (2 taches); P1, PVII;, PVII,, fractions du polyoside. 


le papier Duricux n° 122. Comme solvants, nous avons princi 
palement ulilisé le n-butanol-acétique (n-butanol, 40 p. 100 ; acid 
acétique, 10 p. 100; eau, 50 p. 100), mais également le n-butane 
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et le phénol saturés d’eau. Révélateur, le phtalate acide d’aniline 
a 105° [7] donnant des taches de couleur violacée avec les pentoses 
et de couleur brune avec les aldo-hexoses et les acides uroniques. 
La fraction P, du polyoside est constituée de sucres facilement 
libérés par shydrolyse acide. La chromatographie a révélé la pré- 
sence,,de xylose et de mannose (fig. 6). Par l’action de l’acétate. 
de phényl-hydrazine a froid nous avons obtenu une mannose- 
hydrazone caractéristique (P. F. 189°) qui a donné la elucosazone 
par chauffage en présence de phényl-hydrazine. Le d-xylose déja 
signalé par Mager et Aschner a été identifié par sa phényl osa- 
zone caractéristique (P. F. 158°) et par la formation de xylono- 
bromure de cadmium. A cdété de ces deux constituants princi- 
paux, la chromatographie de la fraction P,, fortement concen- 
trée, a révélé la présence du glucose, constituant que nous n’avons 
pas pu caractériser par une autre méthode. Ce glucose pourrait 
provenir soit de lisomérisation du mannose lors des manipula- 
tions, soit de l’extraction d’un polyoside cellulaire. 

La fraction PVII,, débarrassée de mannose, est constiluée d’un 
uronate de baryum, déterminé par 

1° Micro-analyse (1) [C,H,O,],Ba 


c é 
Water ce  s C 27,5 p. 100 Ba 26,2 p. 100 4-=1,08 
Prouvé. .. . <7) C 25,44 p. 100 Ba 28,72 p. 100 7 = 0,99 


2° Réaction au naphtorésorcinol positive ; 
3° Chromatographie sur papier (fig. 6) qui a révélé la présence 


de taches situées au méme niveau que celles des uronates de Ba 


et présentant la méme coloration ocre. En utilisant comme sol- 
vant le phénol saturé d’eau, le PVII, ne donne qu’une seule tache, 
tandis qu’avec le butanol acétique on obtient deux taches, |’uro- 
nate étant partiellement transformé en lactone. Ce phénoméne, 
peu marqué avec le galacturonate, est au contraire de régle avec 
le glucuronate ; on pourrait done penser qu'il s’agit ici du glucu- 
ronate de baryum. 

La micro-analyse de la fraction intermédiaire PVII, permet de 
rattacher la formule brute de ce corps a celle d’un aldobionate 
(liaison d’un ose avec un acide uronique) et l'étude chromato- 
eraphique de ce corps révéle aprés hydrolyse la présence de 
Vacide uronique et du mannose. 


CoNCLUSION. 


La capsule de Torulopsis neoformans constituée par un polyo- 
side a une grande importance non seulement par la morphologie 


(1) Nous remercions M! Hamon qui a bien voulu se charger de cette 
micro-analyse. 
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de la cellule et des colonies, mais vis-a-vis du comportement 
envers l’organisme parasité. La virulence de ce champignon 
pathogéne est en étroite relation avec l’épaisseur de la capsule. 
Le polyoside capsulaire extrémement visqueux, libéré par extrac- 
tion alcaline, a la composition suivante : 1° xylose et mannose 
en quantité importante ; 2° une faible proportion d’acide uronique 
lié au mannose. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE 


Fic. 14. — Torulopsis neoformans entourés d'une mince capsule : souche initiale — 
S48 sur milieu de Sabouraud. Préparation & Vencre de Chine. (Gross. 
% 1.200). 


Fic. 2. — Torulopsis neoformans entouré dune épaisse capsule : souche M54 
sur milieu de Sabouraud. Préparation a lencre de Chine. (Gross. : & 1.200). 


Fic. 3. — Colonies géantes de Torulopsis neoformans. 
Variations sectorielles. (Gross. : X 1/2.) 


Fic. 4. — Frottis d’exsudat péritonéal de cobaye, dix-huit heures aprés inocu- 
lation de levures capsulées M51 (expérience IL). Remarquer la levure capsulée 
qui bourgeonne méme entourée de macrophages. Coloration au bleu de 
méthyléne. (Gross. : X 1.000.) 


Fic. 5. — Foie de souris. a, abcés contenant de nombreux mono- et polynu- 
cléaires et de petites levures peu capsulées; b, kyste formé de levures entou- 


rées d’un abondant matériel capsulaire sans réaction cellulaire. Thionine. 
(Gross. : X 250.) 
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Séance du 5 Octobre 1950. 


Présidence de M. Macrou. 


NECROLOGIE 
FREDERICK WILLIAM TWORT 


Frederick William Twort a succombé le 30 mars 1950, un peu plus 
d’un an aprés d’Hérelle. La mort n’aura guére séparé ces deux savanls 
dont la double découverte qu’ils firent du bactériophage presque en 
méme temps avait indissolublement associé les noms. 

Twort, descendant d’une longue lignée de médecins, naquit en 1877 
& Camberley, dans le Comté de Surrey. I étudia & « Saint-Thomas’ Hos- 
pital and medical School ». Attiré de bonne heure par le laboratoire, 
il fut assistant bactériologiste au méme hdpital, puis au London Hos- 
pital. En 1909, il entra en qualité de superintendant a la « Brown 
Institution » de ]’Université de Londres. A l’exception des mois qu’il 
passa pendant la premiére guerre mondiale comme médecin auprés du 
Corps Expéditionnaire Britannique dans le Proche-Orient, il devait 
rester dans cet établissement jusqu’en 1944. 

La « Brown Institution » avait été fondée par le testament d’un cer- 
tain Mr. Brown. Elle consistait en un « Hépital pour quadrupédes et 
oiseaux utiles 4 l’>homme » et des laboratoires de recherche scientifique 
subventionnés par différents organismes publics. 

Twort entreprit aussitét des recherches en vue de culliver le bacille 
de la lépre et le bacille de Johne, agent de l’entérite chronique hyper- 
irophiante des bovidés. Ces deux _bacilles, bien qu’appartenant au 
méme groupe biologique que le bacille tuberculeux, s’étaient montrés 
jusqu’alors incapables de proliférer sur les milieux artificiels. Un rai- 
sonnement rigoureux l’amena A tenter la culture de ces germes en 
présence de bacilles tuberculeux humains ou aviaires tués par la cha- 
leur. I] découvrit ainsi en 1910, dans les extraits de ces bacilles, mais 
surtout dans ceux de deux autres mycobactéries, M. phlei et M. smeg- 
matis, une « substance essentielle » permettant la culture du hacille 
de Johne et, avec moins de certitude, du bacille de la lépre. Il révéla 
ainsi le premier la nécessité d’un « facteur de croissance » pour un 
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microorganisme. Cette vitamine avant la lettre a été identifice -beau- 
coup plus tard a4 la 2-méthyl-naphtoquinone (vitamine K). Par la suite, 
Twort montra que ce facteur existait également dans les extraits 
alcooliques de divers végétaux, en particulier du champignon Cantha- 
rellus cibarius. La culture du bacille de Johne rendit possible la prépa- 
ration d’un vaccin de diagnostic et d’un vaccin curatif d’une grande 
ulilité. 

Ce succés l’encouragea a tenter la culture des ullravirus en cherchant 
pour ceux-ci des « substances essentielles » appropriées. Des essais furent 
faits, sans résultat, avec les virus de nombreuses maladies humaines, 
animales ou végétales. Il chercha des ultravirus non pathogénes éven- 
tuels, pensant que ceux-ci moins dégradés par le parasitisme, se lais- 
seraient plus facilement cultiver sur les milieux usuels. 

Dans une série d’expériences portant sur le vaccin jennérien glycé- 
riné, il voulut voir si les microbes associés 4 Vultravirus de la vaccine 
ne joueraient pas le réle de fournisseurs de « substances essentielles » 
pour la croissance et le maintien de la vitalité de cet ultravirus. Les 
cultures sur gélose donnérent des colonies des variétés blanches et 
jaunes de microcoques. A cété de celles-ci, on pouvait voir quelques 
colonies plus transparentes, non repiquables. Quelques-unes des colo- 
nies gui, au premier examen, paraissaient normales, commencérent 
alors & présenter sur leurs bords une apparence vifreuse. Des colonies 
jeunes, saines et en état de développement vigoureux, lorsqu’on les 
touchait avec le matériel vitreux subissaient 4 leur tour la méme trans- 
formation. I] devenait évident qu’il ne s’agissait pas d’une simple dégé- 
nérescence des cocci, mais d’une maladie infectieuse aigué frappant, 
comme beaucoup d’autres maladies infectieuses, de préférence les 
cellules jeunes. Quelle était la nature de cet agent de destruction des 
bactéries, de cet « agent bactériolytique » ? Twort émit plusieurs 
hypotheses, dont certaines étaient pour l’époque remarquablement auda- 
cieuses. 

Des expériences complémentaires montrérent que l’agent de Ja 
maladie des bactéries était de dimensions trés petites. Il passait a tra- 
vers les bougies de porcelaine. I] n’exercait pas le méme effet sur toutes 
les espéces bactériennes. I] était absolument distinct du virus de ‘a 
vaccine, mais ses caractéres généraux l’apparentaient aux ultravirus. 
Il ne pouvait étre obtenu en culture indépendante sur les milieux arti- 
ficiels, mais il était indéfiniment régénérable en présence d’une culture 
aclive du microcoque. Séparé du germe sensible, il gardait pendant des 
mois son activité. 

De nombreuses autres variélés de l’agent bactériolytique furent par 
la suite isolées. Elles montraient les mémes caractéres généraux, mais 
leur activité s’exergait sur d’autres espéces bactériennes. Le germe de 
tout ce qu’on devait plus tard redécouvrir sur le bactériophage se 
trouvait déja dans le premier mémoire sur l’agent bactériolytique, 
publié par Twort en 1915. Malheureusement, cette étonnante découverte 
ne retint l’attention de personne et Twort lui-méme sembla s’en désin- 
iéresser complétement. 

Bien d’autres sujets l’avaient, en effet, sollicité entre temps : recher- 
ches sur la diarrhée des nourrissons, la dysenterie, la grippe, la culture 
des spirochétes, Vhistologie des cellules glandulaires de V’estomac, la 
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fermentation des glucosides 
dysentérique, 
lant, etc. 

En dehors de la bactériologie, il exerca également son esprit inventif 
a perfectionner divers appareils d’électricité ou de T. S. F. 

Revenant beaucoup plus tard & ses préoccupations initiales, Twort 
entreprit de laborieuses recherches pour obtenir la culture des ultra: 
virus en dehors de tout organisme vivant. Mais ses efforts furent 
entravés par de sérieuses difficultés financiéres, puis arrétés compléte- 
ment a la suite de la destruction de son laboratoire par une bombe 
allemande en 1944 et la perte de l’appareillage spécial qu’il avait concu’ 
et exécuté. Cette catastrophe entraina la suppression de la « Brown 
Institution » et sa mise a la retraite. 

Amer et triste, il se retira 4 Camberley dans sa propriété : The Wil- 
derness (la Solitude), et il chercha l’oubli de l’injustice des choses et 
de l’incompréhension des hommes en soignant ses fleurs et ses arbres 
fruitiers. Mais parfois un réveil de combativité lui dictait une lettre 
véhémente a ]1’éditeur du « British medical Journal » ou de « Lancet ». 
Il y accusait ceux qu’il appelait le « groupe des experts » d’avoir 
sclemment mis obstacle 4 la continuation de ses travaux sur la cul- 
ture des ultravirus, malgré les résultats trés encourageants qu’il avait 
obtenus. Il réclamait la restauration de la « Brown Institution » ; il 
demandait qu’on lui rendit son laboratoire et surtout il affirmait 
hautement la nécessité d’assurer aux savants l’indépendance absolue 
dans leurs recherches. 

Cependant les honneurs ne lui avaient pas manqué. L’importance, 
de jour en jour plus grande, reconnue au bactériophage, avait mis en 
vedette son nom, 4 coté de celui de d’Hérelle. Il avait été nommé pro- 
fesseur honoraire de l’Université de Londres et « Fellow of the Royal 
Society ». La Société Francaise de Microbiologie l’avait élu membre 
d’honneur en février dernier. Nous savons que, prés de mourir, il fut 
sensible 4 ce geste. 


par les hacilles du groupe coli-typhique- 
la double coloration au rouge neutre et au vert bril- 


COMMUNICATIONS 


ETUDE D'UNE ENZOOTIE SAISONNIERE 
A MORTALITE ELEVEE DES SOFFIES DE L’HERAULT 
(CHONDROSTOMA TOXOSTOMA) 


par A.-R. PREVOT, P. BESSE et A.-P. pe FAGONDE. 


Depuis plusieurs années, a partir du mois de juin et pendant tout 
V’été les soffies de 1’Hérault (alors que tous les autres poissons restent 
indemnes) présentent une maladie 4 haute mortalité. Des milliers de 
cadavres, gonflés par les gaz de la fermentation, flottent le Bs en 
lair et descendent au fil de l’eau. Des enquétes trés sévéres ont été 
faites par les services de surveillance des cours d’eau et ae ee 
la possibilité d’empoisonnement par déversements industriels de 
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substances toxiques. En 1948, des examens histo-bactériologiques: faits 
a Paris sur des cadavres prélevés dans l’Hérault et formolés en vue du 
transport ont montré des foyers spumeux, brundatres, congestifs, hémor- 
ragiques, bourrés de bactéries de taille moyenne, Gram-positives, infil- 
trant les muscles lésés (1). Mais les cadavres non formolés se sont 
putréfiés au cours du transport et le microbe présent dans les lésions 
n’a pu étre isolé. Aussi, en 1950, dés que ce fléau fut signalé, l’un de 
nous a été l’étudier sur place et d’individus gravement atteints, mais 
encore vivants, a pu isoler des foyers hémorragiques de couleur brun 
violacé un anaérobie qui fut aussitét apporté a l'Institut Pasteur, étudié 
et déterminé. 

Il s’agit d’un balonnet droit, mobile, de 3 4 4 y, de long sur 0,8 y, de 
large, 4 spores clostridiennes, Gram-positif. Réducteur (rouge neutre 
et phéno-safranine) 4 cultures gazogénes non fétides, donnant de tres 
petites colonies lenticulaires transparentes en gélose profonde, liqué- 
fiant la gélatine, coagulant le lait, n’attaquant pas les protéines, fai- 
sant fermenter glucose, lévulose, maltose, saccharose et lactose ; rédui- 
sant les nitrates en nitrites, méme en présence de glucose et réduisant 
les sulfites en sulfures. Trés pathogéne pour le cobaye ; l'injection 
de 0,5 cm® de culture de vingt-quatre heures dans le muscle provoque 
chez cet animal un charbon symptomatique typique, mortel en vingt- 
quatre heures. Sa toxine tue la souris par voie intraveineuse sans incu- 
bation, 4 la dose de 0,2 cm’, avec tous les signes de l’intoxication par 
toxine chauveei. L’hémelysine, active sur globules rouge de mouton 
agissait au 0,1 cm%. Cette toxine, non neutralisée par le sérum anti- 
Clostridium septicum, est neutralisée complétement par le sérum anti- 
chauveei. Il s’agit donc de Cl. chauveei, espece-type. 

Cette trouvaille ouvre de nouvelles perspectives sur le pouvoir patho- 
géne de Cl. chauvwi et pose le probléme du mode de contamination des 
soffies de 1’Hérault. Examinons ces deux questions. 

Nous savons, depuis les travaux de Nielson [1890] (2), de Chris- 
tiansen [1919] (2), de Zeissler et Rassfeld [1923] (2) que le charbon 
symptomatique de la baleine est souvent di a Cl. chauvei, ce qui 
n’implique pas obligatoirement une origine pélagique, puisque cette 
gangréne est parfois causée par les harpons préalablement souillés dans 
des boues septiques. Par contre Weber et Wilson [1920] (2) ont isolé 
Cl. chauveei du contenu intestinal et stomacal des harengs de la céte 
Atlantique de l’Amérique du Nord, ainsi que des Copépodes et autres 
éléments du plankton marin servant de nourriture aux harengs. 

L’habitat marin de cet anaérobie est donc nettement prouvé. Mais 
jusqu’a ces temps derniers habitat eau douce n’avait pas été prouvé. 
Or, peu de temps avant les présentes recherches, Beerens, 2 1’Institut 
Pasteur de Lille (3), avait isolé un Clostridium des eaux douces qu’il 
nous a envoyé a fin de détermination. Cette souche 551 a été identi- 
fiée par nous comme un Cl. chauvei, absolument typique, trés patho- 
géne et dont la toxine est complétement neutralisée par le sérum anti- 


(1) M.-P. Bressr, Bull. Acad. Vét. France, 1949, 3277. 

(2) Cités par Weunperc, Nativerte et Prévor, Les Microbes anaérobies 
Masson, 1937, 147. 

(3) Travail inédit. 
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chauvei, alors qu'elle n’est pas du tout touchée par le sérum anti- 
Cl. septicum. 

Ainsi l’origine hydrique de Cl. chauveei est certaine, et c’est par la 
présence possible de cet anaérobie dans les eaux de V’Hérault qu’on 
peut expliquer cette enzootie saisonniére. 

Par une constatation indirecte, nous savons que la grenouille, qui 
ne peut pas étre infectée au-dessous de 22°, devient sensible au-dessus 
de cette température et peut présenter un charbon symptomatique 
mortel. Or, & partir de juin les eaux de l’Hérault atteigonent 22° ct 
les animaux a sang froid deviennent réceptifs. (La baleine est un mam- 
mifére dont la température est de 35° au moins.) 

Comment les eaux de |’Hérault s’infectent-elles ? La Société Vétéri- 
naire de Montpellier, consultée, a bien voulu nous faire connaitre qu’il 
n’existe pas de charbon symptomatique des bovidés et des ovidés dans 
l’Hérault. Mais nous savons par contre, que dans la Crau, c’est une 
maladie fréquente. Or, quatre abattoirs déversent leurs déchets (sang, 
intestins, etc.) dans un ruisseau affluent de l’Hérault et Cl. chauveei est 
un héte normal du contenu intestinal des bovidés et ovidés. Ainsi se 
trouve connue la source d’infection de ce fleuve. En juin, quand !a 
température monte et que les eaux sont riches en matiéres organiques, 
il peut y avoir prolifération du germe. Les poissons se contaminent par 
la voie orale et présentent un stade préliminaire d’entérite nécrosante 
qui donne par la suite des métastases musculaires, constituant la phase 
gangréneuse et mortelle de la maladie, véritable charbon symptom .- 
tique constitué par les foyers tuméfiés et noiratres que nous avons 
observés. 

Aucun traitement n’est évidemment possible. Par contre, la prophy- 
laxie est facile : il suffira d’interdire la pollution du fleuve par les 
déchets d’abattoir pour empécher les enzooties de se développer, qui 
tous les ans tuent des milliers de poissons. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


ETUDE DE L’ACTION /N V/7RO DE LA CHLOROMYCETINE 
SUR LES BACTERIES ANAEROBIES 
par C. MAZUREK. 


Dans le but d’avoir une idée d’ensemble sur la sensibilité et la 
résistance des bactéries anaérobies a la chloromycétine, nous avons 
soumis X la méthode rapide au vert janus 104 souches anaérobies appar- 
tenant & 95 espéces, variétés ou types, comprises dans Zon BOCES 

Nous rappelons que cette méthode [41, 2, 3, 4, 5, 6] consiste a répartir 
d’abord les doses croissantes de chloromycétine dans des tubes de Hall 
contenant du bouillon V. F. glucosé coloré par du vert Janus, puls le 
test microbien, soit 0,2 cm* de culture de vingt-quatre heures pour la 
plupart des souches et 0,1 cm’ pour les souches 4 culture Bucs 
abondante (Inflabilis, Welchia). L’agitation est_manuelle et ee pa- 
tion se fait au bain-marie 4 37°. La lecture a lieu quand le Cae 
bien poussé et réduit le vert janus, soit deux & trois heures pour les 
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rye . DOSE 
GENRE ESPRCE SOUCHE inhibitrico 
Cillobaclerium- |moniliforme ........ A4TA 2 
— CHUCLOCEVAULTS ane Tt A44B 4 
— MMO URIRS 58 5 5 6 a 0 8 © A4SA 2 
Vibrio. CVASSUS Hees ee Gee 345 10 


microbes 4 pousse rapide, et des temps plus longs variant de six & dix- 
huit heures pour les anaérobies 4 pousse lente. 


Conciustons. — 1° Les doses inhibitrices de chloromycétine pour les 
anaérobies de collection in vitro varient de 0,1 yg a 100 yg, suivant 
Vespéce considérée. 

2° Dans l’ensemble, les bactéries anaérobies de collection sont moins 
sensibles & V’action in vitro de la chloromycétine qu’d celle de la péni- 
cilline, de la streptomycine et de la tyrothricine. 

3° Toutefois, il est remarquable que parmi les plus sensibles figu- 
rent : a) les plus toxigénes : Cl. botulinum A, B et C, et Cl. cedema- 
liens qui sont inhibées par 0,1 yg, Cl. botulinum D, sensible a 0,6 yg ; 
b) les plus virulentes : F. fusiformis, Sph. pyogenes, Ristella insolita, 
R. clostridiformis, Capsularis stabilis, N. vulvovaginitis, Coryn. parvum, 
Zuberella nova, Zuberella serpens, Catenabacterium helminthoides, 
les Staphylocoques anaérobies, toutes inhibées par 0,1 yg; c) les 
plus dépourvues de tout pouvoir pathogéne : Cl. felsinewm, Pl. tetano- 
morphum, Pl. capitovalis, ce qui implique un mécanisme de blocage 
d’un enzyme sans rapport direct avec le pouvoir pathogéne. 

4° Les Clostridiales de la gangréne (sauf Cl. cedematiens) et Pl. 
fetani ne sont pas trés sensibles 4 la chloromycétine, de méme que les 
Spherophorus (sauf Sph. pyogenes). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 
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ETUDE DE LA SENSIBILITE /W V/TRO 
DE QUELQUES ANAEROBIES A L’AUREOMYCINE 
par A.-P. vg FAGONDE, 


La sensibilité in vitro des anaérobies de collection a été succes- 
sivement étudiée vis-i-vis de la pénicilline [4, 3], de la streptomy- 
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cine [2, 4], de la pénicilline [5, 6] et de la chloromycétine [7] par 
la méthode rapide au vert janus. Nous donnons ici les résultats obte- 
nus par la méme méthode vis-a-vis de l’auréomycine. Dans nos €xpe- 
riences comme dans celles qui sont citées ci-dessus, la dose-test de 
culture mise en ceuvre a été de 0,1 cm* pour les espéves a culture 
rapide et abondante, et de 0,2 cm* pour les especes 4 culture lente et 
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pauvre. La culture est faite en tube de Hall, le brassage de l’antibio- 
tique et des bactéries a été fait par agitation manuelle ; la lecture se 
fait par examen de la réduction du vert janus, en un temps variable 
déterminé par le tube témoin. 


Conctusions. — 1° Les doses inhibitrices in vitro de l’auréomycine 
vis-’-vis des anaérobies de collection sont dans l’ensemble beaucoup 
plus élevées que celles de la pénicilline, de la streptomycine et de Ja 
tyrothricine, et se rapprochent plutéot de celles de la chloromycétine. 

2° A l’intérieur d’une méme espéce, les diverses souches ne réagis- 
sent pas toujours de la méme maniére, les unes inhibées par de trés 
petites doses, les autres par des doses élevées. 

3° Parmi ies espéces inhibées par des doses trés faibles se trouvent : 
a) les espéces hautement toxinogénes telles que Ci. botulinum A, B, 
C, D, inhibées par 0,1 yg ; Cl. edematiens, inhibé par 0,1 yg ; 6) les 
espéces non toxinogénes (Cl. sporogenes, 1 yg ; Inflabilis barati, 0,4 wg ; 
Inflabilis mangenoli, 0,8 yg ; Inf. plagarum, 0,2 yg ; Cl. valerianicum, 
0,8 wg) ce qui implique un mécanisme de blocage enzymatique non 
forcément lié au pouvoir pathogéne. 

4° Les anaérobies de la gangréne gazeuse exogéne, autres que Cl. 
cdematiens, sont assez sensibles a l’auréomycine (doses inhibitrices de 
24 10 yg). Pl. tetani n’est inhibé que par 40 yg. 

5° De ce travail et du travail de C. Mazurek on ne peut tirer aucune 
indication thérapeutique en faveur de l’action de l’auréomycine et de 
la chloromycétine dans les maladies dues aux anaérobies, sauf toutefois 
dans les divers types toxiniques du botulisme quand le microbe a été 
ingéré en méme temps qu’une dose submortelle de toxine et qu’il 
faut débarrasser l’organisme de sa présence. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 
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SHIGELLA SAIGONENSIS 
A PROPOS DE TREIZE SOUCHES RECEMMENT ISOLEES 


par Me S. RUBINSTEIN, D. PIECHAUD et P. KIRSCHE. 
Parmi les 225 Shigella isolées récemment A l'Institut Pasteur de 


Hanoi, 13, soit 5,77 p. 100, ont été envoyées dans le service de 
Microbie générale avec l’étiquette bacille de Saigon. Toutes ces souches 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 914 


provenaient de cas de dysenterie clinique avec selles glaireuses conte- 
nant des hématies et des leucocytes, sauf la souche Enf. mui qui 
eee d une selle liquide mais sans hématies, ni leucocytes. Ces 
uches presentent les caractéres signalés par Denier et Héret [4], puis 
par N. Bernard, J. Bablet et R. Pons [2], caractéres récemment réétu- 
diés par Pacheco [3]. Ces descriptions classiques semblent aussi 
s’appliquer aux souches Sh. rio [4] isolées en Turquie et en Amérique 
du Sud et Sh. rabaulensis [5, 6], isolée en Nouvelle-Guinée et en 
Océanie. Ce bacille de Saigon se retrouve aussi A Madagascar [7]. 

En méme temps que nos 13 souches nous avons étudié la souche 
de Saigon S.C. de la collection de l'Institut Pasteur ; ses caractéres 
biochimiques sont demeurés stables mais elle est devenue inageluti- 
nable. 

Toutes ces souches de .bacilles immobiles donnent, en bouillon, un 
trouble uniforme, et sur gélose des colonies rondes, réguliéres et trans- 
parentes ; aucune ne donne d’H,S, aucune ne modifie le milieu au 
rouge neutre, ni le lait, ni le petit lait tournesolés ; toutes pro- 
duisent de l’indol en vingt-quatre heures, en quantité variable, aucune 
n’alcalinise le milieu de Fergusson et Hook. Leur action sur les princi- 
paux glucides est constante. Jamais aucune de ces 14 couches n’utilise 
le lactose, le saccharose, la dulcite, la sorbite ; jamais, non plus elles 
n’utilisent la mannite, se placant ainsi au point de vue biochimique 
a cété de Shigella ambigua ; mais la fermentation sans gaz du glucose, 
du maltose, de l’arabinose est constante en vingt-quatre heures, sauf 
pour la souche H 8367 qui ne modifie pas le milieu a l’arabinose en 
trois semaines ; l’action sur le rhamnose et le xylose est variable. 
6 souches acidifient légérement le rhamnose (pH 6,6 en trois jours), 
une seule l’acidifie 4 un pH inférieur & 6 en cing jours. Aucune souche 
n’utilise rapidement le xylose, 9 l’acidifient en douze 4 vingt jours. 
Ces caractéres biochimiques sont ceux de Shigella rabaulensis ou de 
Shigella rio, d l’exception de la fermentation du xylose que Madsen [8] 
dit étre constante pour ces deux germes dans les douze jours qui 
suivent l’ensemencement, alors qu’elle est pour nos souches incons- 
tante et, si elle se produit, tardive. 

Au point de vue sérologique ces souches biochimiquement identiques 
se répartissent en groupes différents. 

L’une Enf. mui est agglutinée par le sérum anti-Flexner HI au 
titre, et en sature complétement les agglutinines. Elle se présente 
donc comme un Flexner II] mannite négatif. Nous croyons que 
l’association de ce caractére biochimique avec cette structure anti- 
génique n’a jamais encore été signalée. Les 12 autres souches ne sont 
pas ou trés peu agglutinées par le sérum anti-Flexner I et VII. Les 
agglutinations sur lame avec le sérum anti-V sont immédiates et 
totales, mais les agglutinations en tube ne dépassent pas le 1/8 ou 
le 1/4 du taux ; il s’agit donc d’agglutinations dues A des agglutinines 
de groupe. f 

Nous avons résumé dans le tableau les résultats de 1’étude sérolo- 
gique faite avec les sérums anti-II, III et IV ainsi que les Senate 
H 10005 et H 8367 (préparés avec deux de nos souches) et aussi les 
agglutinations faites avec des sérums absorbés. De ce tableau on peut 


conclure que 
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— la souche Enf. Mui. est un Flexner III ; 

— les souches H 10005, H 5119, H 5217, H 5896, H 6237 et H 8447° 
sont identiques, ce sont des Flexner IV contenant peut-étre une petite 
fraction antigénique différente de notre souche-étalon qui est celle de 
Weil ; 

— 3 souches H 10916, H 9000 et H 8367 conticnnent les antigénes 
spécifiques du III et du IV; 

— 3 souches H 6969, H 7885 et H 8735 ceux du II, du JII et du IV. 

En résumé, les 18 souches que nous avons étudiées sont donc, comme 
celles déja décrites pour le groupe VI [9] et le groupe IV [40] des 
Sh. flerneri n’utilisant pas la mannite. Tous ces germes, y compris 
Sh. rio et Sh. rabaulensis, ont Jes caractéres des bacilles de Saigon 
décrits par Denier et Héret. Nous pensons donc, comme Pacheco, qu’ils 
peuvent étre isolés du groupe de Flexner (en raison de leurs caractéres 
biochimiques) et réunis sous le nom de Sh. saigonensis. 


(Service de Microbie Générale de l’Institut Pasteur 
et Institut Pasteur d’Hanoi.) 
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OBTENTION PRATIQUE DES ANATOXINES PURIFIEES 


par G. AMOUREUX et F. YEU. 


Des techniques variées ont été essayées, dans de nombreux pays, 
| pour obtenir des toxines et anatoxines purifiées (précipitation par les 
| acides et les solvants organiques A différentes températures, particu- 
liérement a froid ; précipitation par les sels neutres ; purification par 
dialyse). 

Nous nous sommes efforcés de mettre au point un procédé pratique 
permettant l’obtention rapide d’anatoxine purifiée, ne contenant plus 
de formol, pouvant se conserver sous un faible volume, A 1’état solide, 

a la gilaciére. 

Une telle anatoxine peut étre obtenue en utilisant successivement : 
la précipitation de l’antigéne par l’acide trichloracétique (procédé de 
Boivin (1), adsorption des porphyrines et de certaines protéoses par 
le kaolin et le charbon [Eaton (2) et Boivin (3)], enfin, précipitation par 
addition de deux volumes d’acétone 4 un volume d’antigéne [procédé 
employé dés 1932 par Wadsworth et ses collaborateurs, mais sur une 
toxine brute (4)]. 

Pratiquement, 60 1 d’anatoxine diphtérique titrant 25 a 30 unités, 
sont amenés A4 pH = 4,0, par addition d’acide trichloracétique a 
30 p. 100. Aprés un repos d’une ou plusieurs heures, le liquide surna- 
geant, trés coloré, peut étre séparé du précipité par décantation, puis 
centrifugation, ou filtration sur filtres-presse munis de toiles filtrantes 
de texture convenable ou de membranes dégrossissantes. 

Le précipité recueilli est redissous facilement dans 2,400 I de solution 
a 5 p. 1000 de carbonate de sodium neutre. Le pH de la solution doit 
étre alors voisin de 6,6-6,8. 

A cette solution d’antigéne fortement colorée, on ajoute 2 p. 100 de 
kaolin lavé et 2 p. 100 de charbon végétal. Aprés agitation 4 la main 
pendant quelques minutes le liquide est centrifugé ou filtré sur filtze 
Durieux. Le liquide obtenu est jaune ambré, et aprés lavage du préci- 
pité, contient pratiquement la presque totalité de l’antigéne contenu 
dans l’anatoxine brute originale. 

Ce liquide, dont le pH doit étre compris entre 6,5 et 7,0, est ensuite 
additionné de deux fois son volume d’acétone pure, soit environ an 
douxigme du volume primitif de l’anatoxine brute. Cette addition 


(1) Borvin, C. R. Acad. Sci., 1936, 203, 284. 
(2) Eaton, J. Bact., 1936, 34, et omer 
3) Borvin, C. R. Soc. Biol., 1937, ; : 
a WapswortH, Quictey et Sickes, J. exp. Med., 1932, 55, 815. 
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d’acétone doit étre faite lentement et en agitant, soit 4 la température 
du laboratoire, soit, mieux, a froid ; et le pH, Aa la fin de la précipi- 
tation, doit étre ramené, si cela est nécessaire, 4 une valeur voisine 
de 6,5. Aprés quelques minutes de repos, apparaissent, dans le liquide, 
des flocons blancs qui tombent en se séparant d’un liquide trés faible- 
ment jaune ambré. 

Le précipité est recueilli facilement par filtration, sans vide, sur 
entonnoir de Buchner muni d’un papier Durieux mou, ou d’une toile 
assez liche. Le précipité obtenu est ensuite lavé successivement avec 
de l’acétone a 70, 80, 90 p. 100. On obtient un précipité blanc, qui 
seche facilement a l’air, en donnant une pellicule brune. Aprés pulvé- 
risation on obtient une poudre séche, A peine colorée, non hygro- 
scopique, se conservant facilernent a la glaciére. 

Le poids d’anatoxine diphtérique séche obtenue est de 70 g environ 
pour 100 ! d’anatoxine brute primitive. Le poids d’anatoxine tétanique 
est trés sensiblement plus faible. 

La dissolution ultérieure de l’anatoxine s’effectue par addition, a la 
poudre séche broyée finement, d’un volume convenable d’acétate de 
sodium a 1 p. 100. Aprés centrifugation, on obtient un liquide de 
couleur trés légérement paille, filtrant facilement sur filtre stérilisant 
en amiante, et dont le pouvoir antigénique peut étre déterminé par 
la méthode de floculation. 

Des lots de cobayes ont regu des doses identiques d’anatoxine brute 
et de cette anatoxine purifiée. Aprés le méme temps, le sérum des 
différents lots de cobayes contenait le méme nombre d’unités-anti- 
corps (5). 

Cette méthode de purification permet donc d’obtenir, en vingt- 
quatre ou quarante-huit heures, avec un matériel peu compliqué, 
méme A la température du laboratoire, 4 partir d’anatoxines brutes 
contenant 5 4 10 unités par milligramme d’azote, des anatoxines conte- 
nant 250 4 300 unités par milligramme d’azote dans le cas des ana- 
toxines diphtériques et 1300 a 1500 unités par milligramme d’azote 
lors de la purification d’anatoxine tétanique.. 

Le rendement pratique différe peu du rendement théorique lorsqu’on 
respecte d’une facon stricte les conditions de pH et de température 
indiquées. 

Sans nul doute, une purification plus grande de ces anatoxines 
pourrait étre effectuée, soit en employant les mémes_ précipitations 
successives, soit en insérant, au cours de la purification, l’une des 
précipitations par l’alcool méthylique, selon le procédé de Pillemer. 
Mais il nous a semblé que cette méthode de purification pourrait étre 
utilisée, sur une échelle assez grande, pour |’obtention et la conser- 
vation d’une anatoxine purifiée. 


(5) M. Lemérayer et ses collégues du service de Sérothérapie de l’Annexe 
de Garches ont bien voulu commencer l’immunisation de chevaux avec ces 
anatoxines purifiées additionnées ou non d’alun. Les résuitats seront 
indiqués dans une note ultérieure. : 
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Les communications Suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


Etiologie de l’ulcération tropicaloide, par A. CasreLeant. 


Culture du « Spirochaeta duttoni » dans l’euf fécondé de 
poule, par C. Levapitz, A. Vaisman ect H. Cuarcnrav. 


Essai de dosage des antigénes somatiques au sein de S. typhi. 
I. Dosage immunochimique de l’antigéne O dans les microbes 
de la souche 0.901, par M"* A.-M. Sraup et M™ Renée Comprs. 


LIVRES REGUS 


S. Leff. — The Health of the People. London, Victor Gollancz, 1950. 
ZeSmpaves. Prix; 12 °S) 6; 


La premiére partie du volume (prés de la moitié) est consacrée i 
Vaspect historique de la question et trace un tableau impressionnant 
de l’état social et sanitaire de l’Angleterre au cours du siecle dernier. 
Ce n’est pas la prophylaxie appliquée par la reine Elisabeth lors de 
la grande peste de Londres de 1665, et qui a consisté A se retirer 2 
Windsor et a ériger sur la place du marché une potence pour « pendre 
sans jugement toute personne venant de Londres », qui a arrété 1’épi- 
démie, mais le grand incendie de 1666, qui détruisit en masse les 
taudis et les amas d’immondices qui séjournaient dans les rues. Or, 
prés de deux siécles aprés, en 1838, les conditions d’hygiéne ne s’étaient 
guére améliorées et, d’aprés les médecins chargés officiellement d’une 
enquéte a la suite du nombre impressionnant de décés causés par les 
fiévres infectieuses (14000 sur une population de 77000 personnes), 
« l’étroitesse des rues ne permettait aucune ventilation ; il n’existait 
aucun systéme d’égouts ou de drainage et l’entassement des déchets 
animaux et végétaux qui pourrissaient sur place empoisonnait ]’atmo- 
sphere ». En 1859, alors que Londres comptait 3 millions d’habitants, 
la Tamise et la Serpentine servaient encore d’égouts. Les conditions 
de travail dans les usines ne suivaient pas davantage les moindres 
régles d’hygiéne ; les enfants y étaient employés comme les adultes : 
c’est en 1847 seulement que leur journée de travail, qui était jusque-ld 
de quinze, seize et dix-huit heures, fut ramenée a dix heures. Fn 1863, 
une enquéte officielle a établi que le régime alimentaire des criminels 
dans les prisons était supérieur A celui des ouvriers libres ou des 
pauvres dans les asiles de bienfaisance. Ce n’est que trés lentement 
que les services d’hygiéne publique s’organisérent ; en 1885, les 
mineurs étaient encore répartis en deux équipes, l’équipe de nuit 
occupant immédiatement les lits ‘que venait de quitter l’équipe de 
jour ; en 1901, lors de 1’épidémie de scarlatine de Manchester, 21 ma- 
lades se partageaient 12 lits. Tl a fallu la guerre des Boers, au cours 
de laquelle 40 A 60 p. 100 des recrues ont été éliminées comme inaptes 
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au service, puis la guerre de 1914, qui a révélé 4 son tour le mauvais 
état sanitaire de la population, pour pousser le gouvernement & appli- 
quer des mesures propres 4 réduire le nombre des sujets « physiolo- 
giquement subnormaux ». 

La seconde partie du livre est consacrée 4 l’étude des progres effec- 
tués par les services médicaux depuis 1919 (soins aux enfants, amélio- 
rations apportées dans les hépitaux et les asiles, traitement de la 
luberculose : en 1934, le rapport du Ministére de la Santé révélait qu’a 
Sheffield 1 tuberculeux sur 5 partageait son lit avec une autre per- 
sonne) et aux avantages et inconvénients de la nouvelle législation en 
vigueur depuis 1946, qui est assez vivement critiquée. Le travail 4 
effectuer reste encore considérable puisqu’on considére qu’il manque 
encore au moins 98 000 lits et qu’il faudra attendre quinze ans avant 
que toules les personnes qui ont un besoin urgent de secours médicaux 
puissent les recevoir. 


Pas 


S.K. Kon et E.H. Mawson. — Human milk. Wartime studies of certain 
vilamins and other constituents. Medical Res. Council, Special 
Rep. Series, N° 269. His Majesty’s Stationery Office, Londres, 1950. 
188 pages. Prix : 4 S. ‘ 


Le but de celte enquéte était de déterminer dans quelle mesure la 
concentration en certaines vitamines du lait humain refléte l’état de 
nutrition de la mére et d’étudier l’influence du régime alimentaire 
de guerre sur la composition de ce lait. Les constituants solides, lipi- 
diques et autres, la valeur biologique des protéines, sont passés en 
revue. Puis la concentration des différentes vitamines (A, caroténoide, 
D, B,, riboflavine, C) est étudiée, ainsi que son importance et ses 
modifications au cours des diverses époques de la lactation. Des tech- 
niques de dosages sont indiquées. Les changements apportés par le 
régime de guerre sont passés en revue, mais les comparaisons sont 
rendues difficiles du fait que ces changements ont été trés différents 
suivant les régions de 1’Angleterre. 


Logi be 


P. Hartley, W.J. Tulloch, M. Anderson, W.A. Davidson, J. Grant, 
W.M. Jamieson, C. Neubauer, R. Norton et G.H. Robertson. — 
A study of diphteria in two areas of Great Britain. Medical 
Res. Council, Special Report Series, N° 272. His Majesty’s Sta- 
tionery Office, Londres, 1950. 162 pages. Prix : 4 S. 


En 1939, le Comité de Médecine Préventive du Medical Research 
Council nomma un sous-comité chargé d’étudier diverses questions 
en vue de l’application massive de la vaccination antidiphtérique. Ce 
sous-comité a examiné du matériel infectieux provenant de nez et de 
gorges de malades, en méme temps qu’il titrait l’antitoxine dans le 
sang de ces malades. Les recherches ont été effectuées dans deux régions 
différentes de l’Angleterre, Tyneside et Dundee, et ont porté sur des 
sujets vaccinés et non vaccinés ; l’antitoxine a été dosée dans les deux 
cas et le type de C. diphterie (gravis, mitis ou intermedius) a été 
déterminé ; le rapport entre la concentration d’antitoxine et la gravité 
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de la maladie a été étudié, enfin les antigénes utilisés pour la vacci- 
nation dans les deux régions et les résultats obtenus suivant Vantigéne 
passés en revue. L’attention est attirée sur les causes d’erreur dans 
le dosage de l’antitoxine. Les auteurs concluent que l’immunisation 
active constitue la meilleure prophylaxie de la diphtérie. 

Rak; 


Max von Laue. — Geschichte der Physik. 1 vol. 164 pages, Atheniium 
Verlag, Bonn. Prix ; DM, 7,50. 


Il s’agit de la 3° édition, revue, corrigée et complétée de ce petit 
livre, qui fait partie de la collection de Vhistoire des sciences, publiée 
par le professeur E. Rothacker. Le volume retrace britvement l’histo- 
rique des diverses branches de la physique : gravitation, optique, élec- 
tricité, thermodynamique, atomistique, etc., et donne les noms des 
auteurs des principales découvertes dans chacun de ces domaines. 

125 1 Up 


H. Schmidt. — Fortschritte der Serologie. 2° fascicule, p. 65 A 128, 
2 ics Prix = DM; 6: 


Second des quatre fascicules de cette publication, consacré aux anti- 
genes ef aux anticorps, et qui étudie successivement : les antigénes 
artificiels, les antigénes marqués, la spécificité, les antigénes micro- 
biens (bactéries, toxines, virus, bactériophages), la nature des anticorps, 
lultracentrifugation des protéines, 1’électrophorése des sérums normaux 
et immuns, le fractionnement du plasma, la purification des anti- 


corps, etc. 
P. L. 


ERRATUM 


Ces Annales, 79, mémoire G. Girard, p. 365, 4° paragraphe, 2° ligne, lire : 
« Nous avons demandé a notre collégue H. Jacotot de les éprouver vis-a-vis de 
Vantigéne du C.R.F.O. qu'il recoit prét a l'emploi pour les besoins de son 


laboratoire ». 


ERRATUM AU VOLUME JUBILAIRE DE JULES BORDET 


Ces Annales, 79, p. 500. Discours du professeur Pasteur Vallery-Radot, 
9° paragraphe, 10° ligne, lire : « il aimait qu’on allat le distraire ». 


Ces Annales, 79, mémoire J. Faahraeus, N. O. Heinertz, H. Jeppsson et C. Kling, 
p- 596, 4° ligne, lire : « @ 34-35 m. @altitude » au lieu de 31-36 m.; 
P. 597, 3° paragraphe, 2° ligne : au lieu de : et ce cas tmporte, lire : « et ce cas 


importé »; oe 
P, 598, titre IJ, 3° ligne : au lieu de Nokarangen, lire : Hékardngen. 
Mémoire-C. Levaditi, p. 711, 7° ligne : au lieu de névravie, lire: la névraxrtle 
post-jennérienne ; 
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P. 717, 2° paragraphe (Conclusions), 4° ligne, lire : « se traduisant soit par la 
mort des lapins (encéphale virulent), soit par une autostérilisation mortelle; 
P. 718, tableau, 3° cofonne, 5° ligne du sous-titre, lire (0,3 em’). 


Mémoire M. Millet et P-O. Hubinont, p. 739, 2° avant-derniére Jigne, lire : 
« et leur filre final lu aprés vingt-quatre heures »; 

P. 741, 12° ligne, lire : « Il est ensuile réparti en deux séries de tubes & hémo- 
lyse contenant 0,5 cm’ soit de sérum pur, soit de chacune des dilutions obtenues ». 


Mémoire P. Nélis, p. 749, titre : Au lieu de « Premier cas de Tularémie », 
lire : P-emiers cas de Tularémie »; 

P. 751, 1° ligne, lire : « la b essure fut provoquée par la patle du lievre frac- 

turée en biseau ». 

P. 751, avant-derniére ligne : lire mars 1950. 


Mémoire L. Quersin, p. 768, 4° paragraphe, 2° ligne : fire : « groupe coli- 
typhique-dysentérique ». 


Mémoire M. Welsch et J. Salmon, p. 802, aprés les noms d’auteurs, lire : 
« Université de Liege, Laboratoire de Microbiologie », etc. 

P. 812, Bibliographie, n° 9. Salmon (J.), lire :.« C. R. Soc. Biol., 1950, 144, 
978 ». 


TABLE ANALYTIQUE 


DU TOME 79 


Acides gras. Ktude quantitative de l’hémolyse par les — —. 

Acné juvénile. Etiologie et thérapeutique de 1— —. 

Actinomycétales aérobies. Formes observées dans les sediments 
oligocénes du bassin de Manosque (Basses-Alpes). 

Aérobies et Anaérobies. Contrédle bactériologique des mredont: 
biologiques au moyen d’un milieu permettant la culture A Jair 
libre des germes — et — 2 

Agglutinations croisées talaremite. Prccimsest F 

Agglutinines. Caractére différentiel des — naturelles a FES — 
d’immunisation . 

Alcools. Action des — sur 6 Pélification ae ie eaecin’. 

Anaérobies. Culture des bactéries — A l’air libre en milieu VF. 
papainique. Emploi de ce milieu pour l’isolement rapide des —. 

— Nouvelle espéce anaérobie as: amylolytique Clostridium 
amylolyticum. 2 ; 

— Origine de ] gdropene nécessaire a tA Tédutiion he: sulfites par 
les — SOE : 

— Role ides — epmrtcnent aux genres Vicpiavantenan, Goryne: 
bacterium et Ramibacterium dans 1]’étiologie des suppurations des 
régions jugales et cervico-faciales. 

— Voir Aérobies. 

— Voir Auréomycine. 

— Voir Bactéries. 

Anatoxine spécifique. Voir Sérum spécifique. 

Anatozines purifiées. Obtention pratique. : fae a ic ton 

Aneurine. Action de ]’— et de ses constituants sur qaclgars muco- 
racées pathogénes. ee 

Antibiotiques. Bases ereenicentales et catilisations climate ales Pes 

— et lyse bactériophagique. Action antiphage de la chloromycétine. 

— — — Action de la chloromycétine sur la culture d’un staphy- 
locoque et sur la lyse bactériophagique de cette culture. 

— — — Fixation et multiplication du phage Lg aa 
Twort en présence de la streptomycine. 


— Sensibilité in vitro et in vivo du bacille du rouget aux — 145 5 a 
Anticorps. Origine et role des — et des globulines du sérum. 
Antigéne méthylique. Association de 1’— — et de la streptomycine 


dans le traitement de la tuberculose expérimentale de la souris. 
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Auréomycine. Action de ]’— in vitro. 

— Sensibilité in vitro de quelques anaérobies dh pats 

Babesia des rongeurs. Pluralité des espéces de — — ” Spécificité dé 
Babesia rodhaini. ae eT: 

Bacille de Slephansky. Guan du — —. : 

— de Whitmore. Action in vitro de la chisronjooune! sur i — 


— du Rouget. Sensibilité in vitro et in vivo du — — aux anti- 
Diotiquess. nk ee ae ee LAO et 

— acido-alcoolo- reuernee Physiologie ae —— — —. Les échanges 
gazeux. 


— — — — Action sain Pp. A. S. sur its Cyrene: a pects AG Koch. 

— — — — L’équipement enzymatique, la virulence et les indi- 
cateurs colorés de rH. ok 

— tuberculeux. Action bactéricide pour ms -— — ap is Sareea C 
i doses élevées. 

— — Voir Pénicilline. 

—  — Recherche du bacille de Koch dans le lait par culture 
(méthode d’Ogawa). A es ae 

Bacille typhique. Choix des souches papa pour m mete du 
— — dans les eaux par la recherche des bactériophages spéci- 
fiques. . . 

Bacillus De iieriie Et tenee cee earaule lucid te che 

Bact. aerogenes, Toxicité périodique des solutions de foxines pees 
pitées de — —. oe ears 

Bactéries. Voir Bactériophages. 

— anaérobies. Voir Chloromycétine. 

— celiulolytiques. Emploi de la cellule précipitée pour 1’étude 
des — —. ee 

— lysogéne. Production fe Dae tenopniaes chez une — —. 

— Morazella lwoffi. Ion potassium et croissance. 

— sensibles. Voir Ultrasons. 

Bactériologie. Conceptions Phénotype et Clone en —. uke Se 
Bactériophage perfringens. Présence du — — dans les eaux et son 
réle dans ]’épuration des eaux stagnantes. ees os 
Bactériophages. Actions stimulantes a de cerlains — sur 
les activités microbiennes. 3 RS RSS ou ee 
— Antibioliques et lyse Bacieropieein ee: “Action gional de 

la chloromycétine. 3 
— Comportement aux migmcone des — fixés sur fies pactecien 
sensibles. we ce) eel od A ee 
— Evolution et conditions de sieeiiintion des cultures pectic. 
en présence de —. : 
— Induction de la prodiction ‘dé — “ebied une sbactenss tpeaparie 
— Multiplication des — et des bactéries chez les souris infectées 
par Salmonella enteritidis, var. Danysz. 
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815 

14 
721 
447 
612 
436 


860 


255 
815 


878 
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Bactériophages. Stabilité des types bactériophagiques de Salmo- 
nella paratyphi B et valeur épidémiologique de la lysotypie par 
la méthode de Felix et Callow. 

— Voir Bacille typhique. 

— Voir Lysats bactériophagiques. 

BCG. Epreuves cutanées aux suspensions de bacilles — tués. 

Blattes. Réle des — dans la transmission des Salmonelloses. 

Brazzaville. Isolement d’un virus de cobaye 3 —. 

Brucelles. Voir Vibrion cholérique. 

Caséine. Voir Alcools. 

Cellule. Emploi de la — précipitée pour I’étude des bactéries cellu- 
lolytiques. ee ee a ee ae me, 
Cerveau. Inoculation intracérébrale 4 travers Vorbite ou la fosse 

nasale chez la souris blanche. : 

Champignon pathogéne. Voir Polyoside papeulante: 

Chloramphénicol. Action du — sur quelques pasteurelles animales 

sur Je bacille de Whitmore 

— Action in vitro de la — sur les bactéries anaérobies. 

— Action sur la culture d’un staphylocoque et sur la lyse bacté- 
riophagique de cette culture. 

Choléra. Voir Vibrion cholérique. 

Chondrostoma toxostoma. Voir Soffies de l’Hérault. 

Citrate sodique et phénoménes d’adsorption. 

Clone. Voir Bactériologie. 

Clostridium amylolyticum. Nouvelle espéce anaérobie tellurique 
amylolytique. 

— edematiens. Voir See ie! 

Cobaye. Isolement d’un virus de — & Brazzaville. 

Coliformes et groupes voisins. 

Collagénases bactériennes. Voir OS: 

Collagéne. Collagénases bactériennes et pouvoir anti-collagénasique 
des sérums humains normaux. : 

Coloration de Gram. Voir Images atiaes 

Crachats. Voir Pénicilline. 


Crown-Gall, Tumeurs de — chez Pelargonium zonale. Etude des 
glucides. JC. sane 
Cuivre. Enlévement du — combiné aux protéines. 


Culture continue. Technique. Théorie et applications. 

Discours du D® Paul Bordet au Jubilé de Jules Bordet. L’Institut 
Pasteur de Bruxelles. 5 

— du Prof. A. Fleming. egies A aes pore au nom aes 
savants étrangers. 

— du Prof. Pasteur Vallery- Ravots 

— du Prof. E. Renaux. 

— du Prof. M. Spaelant. 
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Eaux. Voir Bacille typhique. 

— d’égout. Voir Virus poliomyélitique. 

Encéphalite post-vaccinale. Etiologie et mécanisme pathogénique 
de — —. 

Beer anee ee Voir Mcnagaceas 

Endosporus azolophagus. Etude cytologique. 

— — fixateur d’azote. : 

Escherichia coli. Analyse bacteninloniyee Aes ogi pleats de solic: 


produits par 14 souches d’— — antibiotiques. : : 
— — Métabolisme d’un mutant d’— — « résistant » a Vazatare 
de sodium. 


Tacteur récessif C. a eo 

Globules rouges. Adsorption par i _—. 

Globulines du sérum. Voir Anticorps. 

Hautes pressions. Propriétés du sérum soumis a ]’action des — —. 

Hémagglutination. Réaction d’— type Middlebrook-Dubos réalisée 
avec les hématies humaines O et la nouvelle tuberculine I. P. 48. 

Hémolysine oxydable de Cl. bifermentans. 


Hémolysines bactériennes et anti-hémolysines. . & 
Hérault (Soffies de 1—). Voir Soffies de ’— 
Humates. Extraction des -— et emploi de ces extraits dans les 


milieux destinés a la culture des microbes du sol. 

Images nucléaires et coloration de Gram. zag ie 

Immunité. Définition de 1— et de la prémunition. 

-— Problémes quantitatifs de 1’--. 

— Voir Madagascar. 

Immunsérums antihémolytiques. 

Lait. Recherche du bacille de Koch dans ie —- par ealtare Gare tlronte 
d’Ogawa). he gh DA eke, Cems ne 2 

Leptospires. gelation des — par les sérums de porcs. 

Lysats bactériophagiques de titre élevé. Purification et concen- 
tration des phages par deux adsorptions sur phosphate de 
calcium. ee 

Lyse Bactomeghaucraes Anbiougties et — —. 5 

— — Fixation et multiplication du phage SAplyocoete de Twort 
en présence de la streptomycine. 

Lysotypie. Voir Bactériophages. 

Madagascar. Existence & — de l’encéphalomyélite enzootique des 
pores. Immunité croisée avec le virus de la maladie de Teschen. 
Transmission au sanglier. 

— Voir Septicémie. 

Maladie de Newcastle. Trois cas d’infection de laboratoire par le 
virus de la —. ‘ - 

— de Teschen. Voir Masagateas 

Microbes, Actions stimulantes spécifiques de certains bactério- 
phages sur les activités microbienncs. 
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Microbes du sol. Voir Humates. 


MOsaique du Tabac. Influence du facteur lumiére sur le temps 
d’incubation de la — —., 


Mouches. Transmission de la (ieroulose par Be —. : 

Mycobacterium tuberculosis. Méthode de titrage du — — aux sali 
biotiques. sere es ‘ 

Mycologie médicale. Problene aie —_—— sie Papas vensiactort 

Pasteurelles animales. Voir Ghloramphénicol. 

Pénicilline. Action de la — in vitro sur les crachats destinés 


Vinoculation au cobaye pour la recherche du bacille de Koch. 
Peste. Voir Urée. 


Phénotype. Conceptions — et Clone en Bactériologie. 


Phosphate de calcium. Voir Lysats bactériophagiques. 
Physio-pathologie. Nouveau test de — : la fiche réticulo-endothé- 
liale. 


Pityriasis versicolor. Vor Ie Coloute meaicate 

Plasmodium berghei. Voir Roussettus leachi. 

Plectridium carnis. Souche de — — mas Prévot isolée d’une 
enzootie danoise du vison. : 

Poliomyélite. Agglutination des plobulest rouges ae monton par ie 
virus de la — : 

-— Voir Virus pono siaidae: 

Polyoside capsulaire d’un champignon pathogéne Torulopsis neo- 
formans. Relation avec la virulence. 

Pores. Voir Leptospires. 

— Voir Madagascar. 

Prémunition. Définition de l’immunité et de la —. 

Protéines. Action des alcools sur la gélification de la caséine. 

— Gélification des —. Etudes sur la caséine. 

— Voir Cuivre. 

Proteus vulgaris. Motilité et cils de — —. 

Pyrimidine, facteur de croissance pour les Geen. 

Rage. Voir Virus rabique. 


Rhizobium. Sérologie des —. Application au probleme de la 
« compétition » entre souches. i ; 
Rongeurs. Pluralité des espéces de Babesia Ae —, Spécificité is 


Babesia rodhaint. 
Rouget. Voir Bacille du Rouge. 
Roussettus leachi. Comportement de — — vis-a-vis du Plasmo- 
dium berghei. : ; 
Salmonella. Fixité de ener es —, : 
— enteritidis. Libération de l’antigéne piucido: picnic ae — — 
par la lyse bactériophagique. F ; 
— — Voir Bactériophages. 
— paratyphi B. Voir Bactériophages. 
Salmonelloses. Role des Blattes dans la transmission des —. 
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Sanglier. Voir Madagascar. 


Septicémie due a Clostridium cedematiens type A chez les tortues 


rayées de Madagascar. : 
Sérum. Propriétés du — soumis . Paetion sacs panes ee 
— anti-rH. Effet du — — sur les tissus embryonnaires humains 


nerveux et splénique en culture. ae 

Sérum de sujets brucelliques. Anticorps ploquants dans fe ———. 
Leur role dans le phénoméne d’agglutination paradoxale. 

Sérums de Porcs. Voir Leptospires. 

— humains nermauz. Voir Collagéne. 

— spécifique. Interactions du —, de 1’Anatoxine, de la Toxine 
spécifiques et des tissus dans le traitement préventif et curatif 
de l’intoxication tétanique. , 

Shigella saigonensis. Treize souches Pcommcut ‘pokes. 

Soffies de VHérault. Enzootie saisonniére 4 mortalité élevée des 
— — (Chondrostoma toxostoma) . 

Sol. Voir Humates, 

Souris. Voir Antigéne méthylique. 

— Voir Bactériophages. 

— blanche. Voir Cerveau. 

Spherophoraceae. Structure alvéolaire des — mise en évidence sur 
lame par les. solvants des lipides. 

Sporotrichum. Voir Pyrimidine. 

Staphylolyse. Quelques aspects. 


4 


Streplomycine. Action de la — sur pation scbdttits par les 
bacilles tuberculeux vivants et morts. : 

— Dissociation des pouvoirs « bactériostatique » et « Bicionciies » 
de Ja — in vitro sur le bacille de Koch. alae 

— Kkffets antituberculeux du _ p-amino-salicylate de —. 

— Voir Anligéne méthylique. 

— Voir Lyse bactériophagique. 


x 


Syphilis. Réaction 4 V’isobornéol pour le sérodiagnostic de la —. 

Tactisme pga. Sur le — —. Tactisme et oxydations cellu- 
laires. “iy et: 5 

Télétoxzie. Cas de — récemment mis d jour. 


Terre. Méthodes de mesure du pouvoir ammonificateur @ une —. 

Télanos. Voir Sérum spécifique. 

Tortues rayées de Madagascar. Voir Septicémie. 

Torulopsis neoformans, Voir Polyoside capsulaire. 

Toxine, anatozine et antitozine botuliques D. eat ee 

Toxine de Pasteurella pseudotuberculosis ; ses analogies avec la 
toxine de Past. pestis. 

— spécifique. Voir Sérum encenique. 

Tuberculine I. P. 48. Réaction d’hémagglutination type Middle- 
brook-Dubos réalisée avec les hématies humaines O et la nouvelle 
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Tuberculose. Effets antituberculeux du p-amino-salicylate de strep- 
tomycine. ee ; 

— Transmission de 1 —= jope re meee: 

— expérimentale de la souris. Voir Antigéne me aiae 

Tularémie-Brucelloses. Voir Agglutinations croisées. 

— humaine en Belgique. : : 

Typhus. Dix ans de lutte contre ie —en Tunisie. ‘ 

Ultrasons. Comportement aux — des Ree ees on sur ote 


bactéries EIDE) 

Urée. Décomposition de 1’— en milieu ane tae de Porton 
par Past. pseudotuberculosis. chert 

Vibrion cholérique. Relations itigonieuies Batre — — et priceless 

Virus. Isolement d’un — de cobaye a Brazzaville. Pree 

— Place des — et sa eisamas dans l’échelle des étres 
organisés. 

-~ de la Maladie de Ro eretie: Trois cas fi ee de abortions 
par le — — —. 

— de la Maladie de Teen ‘Voit Ue 

— poliomyélitique. Essai sur le — — , souche Lansing, de divers 


composés organiques et de quelques germes anaérobies. 
— — Réle des eaux d’égout dans la dispersion du — —. 


' — rabique. Premier — — « renforcé » icolé & Changhai. 


Vison. Voir Plectridium carnis. 

Vitamine C. Pouvoir bactéricide du sérum sanguin et des urines 
par l’utilisation 4 hautes doses de la —. 

— — Voir Bacille tuberculeuz. 
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DU TOME 79 


Notice nécrologique. 


+ Charles Doprer (1873-1950). 


Arrorr (Marguerite). — Action de l’auréomycine in vitro. : 

AMOUREUX (G.) et YEU a — Obtention pratique des anatoxines 
purifiées. 

Ancot (M.). — Voir VERGE W : 

Appert (J.). — Voir Whocniwer (Héléne). 

Arpry (R.). — Voir Bonnet (P.-H.). 

Arnoutt (H.). — Voir PEuissipr (A.). 

Aranastu (P.). — Voir Lépine (P.). 


AuBERT (J.-P.). — Voir Drover (E.). 
AvusBeRT (J.-P.) et Minter (Me J.). 

cidique chez Bacillus megatherium. 
Aucier (J.). — Voir Pocnon (J.). 


Barsxt (G.) et Eygurem (A.). — Effet du sérum anti-Rh sur les 
tissus embryonnaires humains nerveux et splénique en 
culture. 


Basser (G.). — Voir Deere ay 

Béau (G.-J.). — Voir Prévor (A.-R.). 

Bertrand (Gabriel). — Sur un cas de télétoxie récemment mis 
a jour. 

Besse (P.). — Voir Patior (A. oy 

Beumer (J.) et Beumer-Jocumans (M.-P.). — Etude du compor- 
tement aux ultrasons des Pee fixés sur les 
bactéries sensibles. 

— — Sur quelques applications ‘es alieaeone en nuerobrologie: 

Brumer-Jocumans (M.-P.). — Voir Breumer (J.). 

Brass (Judith) et Manicautr (P.). — Etude biochimique des 
tumeurs de Crown-Gall chez a ee: zonale, — 
I. Etude des glucides. 

Buss (E. A.). — Voir Lone (Perrin H.). 

BoisvertT (H.). — Voir Coretsos (P.-J.). 

Bonnex (P.-H.) [avec la collaboration de MM. R. Arpry, P. Cary, 
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521 


60 
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F. Hénarr, B. Maupin, H. Perror et M.-P, Ropert]. — Le 
contréle bactériologique des produits biologiques au 
moyen d’un milieu permettant la culture a l’air libre 
des germes aérobies et anaérobies. 

Bonnter (Ch.). — Voir Pocuon (J.). 


Borver (Paul). — L’Institut Pasteur de Bruxelles. yee 
— et Cuome (Nadine). — Propriétés du sérum soumis a l’action 
des hautes pressions. Ss 
Bousnau (A.). — Voir Denaunay (A.). 
Brancier (J.). — Voir Brisou (J.). 
Brisou (J.). — Culture des bactéries anaérobies 4 l’air libre en 


milieu VF. S. papainique. Emploi du milieu VF. S. papai- 
nique pour l’isolement rapide des anaérobies. 
— Les coliformes et groupes voisins. Tain! ey cal 
— et Braneirr (J.). — Fixité de virulence des Salmonella. 
Bruynocue (R.). — Le facteur récessif C. 
Bryer (Morton S.). — Voir Lone (Perrin H.). 
Brycoo (E.-R.). — Voir Prévor (A.-R.). 
Burriaux (R.), — Voir Nicoxze (P.). 
CALLAME (B.). — Voir Prévor (A.-R.). 


CanETt1 (G.) et Sarnz (A.). — Action de la streptomycine sur 
Vallergie produite par les bacilles tuberculeux vivants 
et morts. Oe ess th | eC mere 

CaRLINFANTI (E.). — Problémes quantitatifs de l’immunité. 

Caucuy (L.). — Voir VERGE (J.). 

CeccaLpr (J.). — Voir PELuisster (A.). 

CHABBERT (Y.). — Analyse bactériologique des complexes de coli- 
cines produits par 14 souches d’Escherichia. coli antibio- 
tiques. re eee ade oh 

Cuaicneau (H.). — Voir Levanpirr (C.). 

Cuarvienac (M.-A.). — Voir Kaurrmann (J.). 


— Voir Pocnon (J.). 

Cuanpter (C. A.). — Voir Lone (Perrin H.). 

Cuary (R.). — Voir Bonnex (P.-H.). 

CHEVALIER (A.). — Voir Grrarp (G.). 

CuEyroux (M.). — Voir Lemérayer (E.). 

Cuome (Nadine). — Voir Borver (Paul). 

Cotetsos (P.-J.), Borsvent (H.) et Ontor (M"*). — Méthode de titrage 
du Mycobacterium tuberculosis aux antibiotiques. 

Cottomprer (M.). — Voir Korocaine-Erser (M™° B.). 

Corvazier (R.). — Voir Lemérayer (E.). 

Cros (R.) et Demarcur (J.). — Note sur l’action in vitro de la 
chloromycétine sur le bacille de Whitmore. 

Cuzin (J.). — Voir Scuwarrz (D.). 

Dre Faconpe (A. Pesce). — Voir Faconve. , 

Devaunay (A.), Guittaumie (Maylis), Bousnan (A.) et Basser (G.). 
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— Etudes sur le collagéne. — V. Collagénases bactériennes - 
et pouvoir anticollagénasique des sérums humains nor- 
maux. . ° . . 

Demarcur (J.). — Voir Cros (R.). 

DervicHtAn (D.-G.). — Etude quantitative de ]’hémolyse par les 
acides gras (deuxiéme note). ‘ 

Dessorpes (J.) et Fournrer (E.). — Contribution a Vétude gem a 
physiologie des bacilles acido-alcoolo-résistants. — I. Les 


échanges gazeux, : rs : 
=— — Il) Liéquipement Bar eamecies la Sruionee et gee nar 


caleurs colorés de rH. 
— — III. L’action du PAS sur les enzymes ae ‘pacille ae Korte 
Drovuuer (H.). — Voir Mariar (F.). 
— et Martar (F.). — La pyrimidine, facteur de croissance pour 
les Sporotrichum. oe oe ee 
— SEGRETAIN (G.) et AUBERT G. P). — Polyoside capsulaire 
@un champignon pathogéne ee neoformans. Rela- 
tion avec la virulence. ; wea) ee re ie 
Dupois (A.) et Frsrer (Alice). — A propos de la culture ae bacille 
de Stephansky. é 
Dusarric DE LA Riviere (R.). — ddeorpGon par ies cnuicen rouges. 
Duranp (Paul). — Dix ans de lutte contre le typhus en Tunisie. 
Kpnincer (Ewald). — Antibiotiques et lyse bactériophagique. — 


V. Sur ia fixation et la multiplication du phage staphy- 
lococcique Twort en présence de la streptomycine. 
— Voir Facurr (M.). 


— et Facurr (M.). — Antibioliques et lyse bactériophagique. 
Action antiphage de Ja chloromycétine. 
Kyquem (A.). — Voir BAaRsxi (G.). 


FPaanRarus (J.), Herverrz (N. O.), Jeppsson (H.) et Kune (C.). — 
Nouvelles observations au sujet du role que jouent les 
eaux d’égout dans la dispersion du virus poliomyélitique. 

FaconpE (A. Pesce pr). — Etude de la sensibilité in vitro de quel- 
ques anaérobies a l’auréomycine. 

— Voir Gui~ttAumig (Maylis). 
— Voir Prévor (A.-R.). 


Facurr (M.). — Voir Epiincer (E.). 
Facurer (M.) et Epiivcer (E.). — Antibiotiques et lyse bactériopha- 
gique. — VJ. Action de la chloromycétine sur la culture 


d’un staphylocogue et sur la lyse pute ee: de 
celte culture. é eer 

FAUCONNIER (J.). — La aecomposien de pare en toe poe 
tique de Ferguson par Past. pseudotuberculosis ; réaction 
nouvelle de différenciation des agents étiologiques de la 
peste et de la pseudo-tuberculose. 

Frster (Alice). — Voir Dusors (A.). 
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{LEMIN ¢ ‘ 
FLeminc (Alexander). — Hommage a Jules Bordet au nom des 
savants étrangers. g 
— Motilité des cils de Bric Meigen 


Fournier (E.). — Voir Drsporpes (J.). 

FREDERICQ (P.) et Gratia (A.). —. Actions stimulantes spécifiques 
de certains bactériophages sur les activités microbiennes. 

Gatiut (J.). — Relations antigéniques entre vibrion cholérique et 
brucelles. : 

GareEAu (Me G.). — Voir Tene (P.). 

GasramBipE-OpieR (Mireille). — Remarques sur Vagglutination des 


globules rouges de mouton par le virus de la poliomyélite, 
souche MM. Spat : 
—  Ikssai sur le virus Dalia uerclieiatie: Ae anes ae divers 
composés organiques et de quelques germes anaérobies. 
GAUTHIER (J.-L.). — Action du chloramphénicol in vitro et in vivo 
sur quelques pasteurelles animales. yout 4 
Gerncou (O.). — Le citrate sodique et les phénoménes d2adéonption. 
GiRARD (G.) [avec la collaboration technique de A. Cupyanier et 
L. Srconn]. — Ageglutinations croisées tularémie-brucel- 
loses. Mise au point de la question. set, hee 
— la toxine de Pasteurella pseudotuberculosis ; ses analogies 
avec la toxine de Past. pestis. 


Grirarp (O.). — Voir LEMETAYER (E.). 

Gorer (P.). — Voir Vercx (J.). 

GouTayer (H.). — Voir Sonier (R.). 

GouTAYER (J.). — Voir Sonter (R.). 

GRaBarR (P.). — Origine et rédle des anticorps et des globulines du 
sérum. 3 : 

GRAFFAR (M.) et Medien (simione). — Le role ee Blattes a a 


transmission des salmonelloses. 

Gratia (A.). — Voir FReprricg (P.). 

GRUNBERG-Manaco (M™). — Etude du métabolisme d’un mutant 
d’Escherichia coli « résistant » a l’azoture de sodium. 

Gutuiw (A.). — Sur le choix des souches étalons pour la détection 
du bacille typhique dans les eaux par la recherche des 
bactériophages spécifiques. Sak 

— Sur la présence du bactériophage es fans les eaux 

et son role dans l’épuration des eaux stagnantes. 


Guittaumig (Maylis). — Hémolysines bactériennes et antihémoly- 
sines. 
— Voir DELAUNAY (A). 
— Faconpr (A. Pesce pr) et Krecurr (A.). — Hémolysine oxy- 
dable de Cl. bifermentans. ‘ , 
Hamecin (MU° A.-J.). — La réaction a iepbonncel pour le séro- 


diagnostic de la syphilis. 5 
Harpre pe Looze (L.). — Voir Laporte (R.). 
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Hemertz (N. O.). — Voir Faanragus (J.). 

Hiénarr (F.). — Voir Bonnet (P.-H.). 

Henry-Eveno (J.). — Voir Lrvanrri (C.). 

Hupinonr (P.-O.). — Voir Mitter (M.). 

Ionesco (Héléne). — Voir Lworr (A.). 

Jeppsson (H.). — Voir Faaurarus (J.). 

JousertT (L.). — Voir Verce (J.). 

Juve (A.). — Voir Nicotte (P.). 

Jumarp (J.). — Voir Sourer (R.). 

KAUFFMANN (J.) et CuanvicnaAc (M.-A.). — Recherches sur !es 
méthodes de mesure du pouvoir ammonificateur d’une 
terre. ee = tae 

Kirscue (P.). — Voir Rusinsrern (M™ §S.). 

KjJELDGAARD (N.). — Voir Lworr (A.). 

Kxine C.). — Voir FAauracus (J.). 

KoLocHine-ERBER (M™° B.) et CottompBipr (M.). — Ageglutination 
des leptospires, en oe de L. pomona, par les 
sérums de porcs. 

Kotro (C. C.). — Voir Liou (Y. Ch.). 

KreGuER (A.). — Toxicité périodique des solutions de “toxines pré- 
cipitées de Bact. aerogenes. 

— Voir GumLLAumi£ (Maylis). 


Laporte (R.), Harpre ve Looze (L.) et Rounmr (P.). — Immun- 
sérums antihémolytiques. jek We ee 

Lesrun-Packs (Jacqueline) et Ropmeaux (R). — Nouvelles recher- 
ches sur le tactisme leucocytaire. Tactisme et oxydations 
cellulaires. 

LeméraYeR (E.), Nicou (L.), Semiues (0. : Gontinten (R) i Gas 
Roux (M.). — Recherches expérimentales sur les inter- 


actions du sérum, de l’anatoxine, de la toxine spécifiques 
et des tissus dans le traitement préventif et curatif de 
Vintoxication tétanique. ete 3 
Lépine (P.) et ATANnastu (P.). agascar de l’encé- 
phalomyélite enzoolique des porcs. Immunité croisée avec 


le virus de la maladie de Teschen. 
— Aranasiu (P.) et GargEau (Mle G.). — Trois cas d ‘infection 
de laboratoire par le virus de la maladie de Newcastle. 
— et Srruncr (T.). — Sur la place des virus et sa représen- 
tation dans l’échelle des étres organisés. a ee 
Levapirr (C.) [en collaboration avec M. A. Vatsman). — Au sujet 


de l’étiologie et du mécanisme pathogénique de l’encé- 
phalite post-vaccinale. sin 20M Sy eS eee 
—  Vatsman (A.) et Cuaicneau (H.). — Association de l’antigéne 
méthylique et de la streptomycine dans le traitement de 
la tuberculose expérimentale de la souris. : : 
Levanitr (C.), VaismMan (A.), Caatcneau (H.) et Henry-Eveno are 
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381 
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672 
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Effets antituberculeux du p-amino-salicylate de strepto- 
mycine. OME ORES het. betas o> Xi. oo.) be 
Lizou (Y. Ch.) et Kovo (C. C.). — Premier virus rabique « ren- 
forcé » isolé A Changhai. rw et toe oe eae ee oe 
— — Inoculation intracérébrale 4 travers l’orbite ou la fosse 
nasale chez la souris blanche. ARTE fe leaeiten os 
Locuem (J. J. van). — Les conceptions Phénotype et Clone en bac- 
tériologie. 3) a” iS Reel eg eens ere ek eres 
Lone (Perrin H.) M. D., Briss (E. A.) Sc. D., ScHornsacn (E. B.) 
M. D., Caanpter (C. A.) M. D., et Bryer (Morton S.) 
M. D. — Bases expérimentales et utilisation clinique des 
antibiotiques. TO a ke ee de A ee 
Lworr (A.) et Ionesco (Héléne). — L’ion potassium et la croissance 
de la bactérie Moraxella lwoffi. ee 
— Simonovircn (L.) et KyeLpcaarp (N.). — Induction de la pro- 
duction de bactériophages chez une bactérie lysogéne. 
Macnepoeur (M.). — Voir Pasquier (F.). 
Macis (Colette). — Recherches sur la gélification des protéines. 
Etudes sur la caséine. Swe Te ie he eee ae 
— Etude sur la gélification des protéines. — II. Action des 
alcools sur la gélification de la caséine. 


_ Manreautr (P.). — Voir Brass (Judith). 


Maniz (P.). — Voir Pocuon (J.). 
Marit (F.) et Drouner (E.). — Action de l’aneurine et de ses 
constituants sur quelques mucoracées pathogénes. 
— Voir DrovueEr (E.). 
Maupin (B.). — Voir Bonnet (P.-H.). 


Mazunex (C.). — Etude de l’action in vitro de la chloromycétine 
sur les bactéries anaérobies. ew oS oar 

Mercier (P.) et Pmuer (J.). — Contribution a 1’étude étiologique 
et thérapeutique de l’acné juvénile. 

Mertens (Simone). — Voir Grarrar (M.). 

Miter (Me J.). — Voir Auserr (J.-P.). 

Mier (M.) et Husinonr (P.-O.). — Sur un caractére différentiel 
des agglutinines naturelles et des agglutinines d’immu- 
UGA o. o bs Go oe od 

Monceaux (G.). — Voir Want (R.). 

Monop (J.). — La technique de culture continue. Théorie et appli- 
KETONES, (6 3)” 2 er ace ee 

Nexis (P.). — Premiers cas de tularémie humaine en Belgique. 

Nicot (L.). — Voir LeM&TayER (B.). 

Nicotzte (P.), Jupz (A.) et Burriaux (R.). — Stabilité des types 


bactériophagiques de Salmonella paratyphi B et valeur 

épidémiologique de la lysotypie par la méthode de Felix 

et Callow. PR Oe aS ee ae 
Nouven (J.). — Voir Privor (A.-R.). 
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Ortor (Mie), — Voir Cotersos (P:-J.). 

Pasourer (F.) et Macnenorur (M.). — Etude de |’enlévement par 
divers agents chimiques du cuivre combiné aux protéines. 

Pasteur VaLtery-Rapor. — Discours au jubilé de Jules Bordet. 

PELLISsIER (A.), Ceccatpr (J.) et ARnoutr (H.). — Isolement d’un 
virus de cobaye a Brazzaville. 

Perror (H.). — Voir Bonnet (P.-H.). 

Pionar (P.) et Revermrau (A.). — Action bacléricide pour le bacille 
de Koch de la vitamine C a doses élevées. Comparaison 
avec son action sur un certain nombre d’autres microbes. 

— — Modifications apportées chez l‘homme au pouvoir bacté- 
ricide du sérum sanguin et des urines par Vulilisation a 
hautes doses de la vitamine C : pouvoir bactéricide pour 
le bacille de Koch d’une part, pour un certain nombre 
(autres microbes d’autre part 


Piicuaup (D.). — Voir Rupinstein (M™ S.). 
Prerre (Genevieve). — Voir Privor (A.-R.). 
Pruter (J.). — Voir Mercyer (P.). 


Pocnon (J.), Manm (P.), Touan (Y. T.), Bonnier (Qh.) et G#at- 
vienac (M.-A.). — Etude sérologique des Rhizobium. Appli- 
cation au probléme de la « compétition » entre souches. 

Pocuon (J.), Touan (Y. T.), Wane (T. L.) et Aucrer (J.). — A propos 
de l’emploi de la cellule eae pour l'étude des bac- 
téries cellulolytiques. . . ny a ee) te ee 

Privor (A.-R.), Béat (G.-J.) et Tarpreux (P.). — Rédle des anaé- 
robies apparlenant aux genres Aclinobacterium, Coryne- 
bacterium et Ramibacterium dans Vétiologie des suppu- 
rations des régions jugales et cervico-faciales. 

— Brsse (P.) et Faconpr (A. Pesce pr). — Etude d’une eneone 
saisonniére 4a mortalité élevée des Soffies de 1’Hérault 
(Chondrostoma toxrostoma). 

— ect Brycoo (EH. R.). — Recherches sur la “xine, Panptonne 
et l’antitoxine botuliques D. : : oh Pre 

— et Sarssac (R.). — Etude d’une nouvelle espéce anaérobie 
tellurique amylolytique Clostridium amylolyticum n. sp. 

— Saissac (R.) et Cartame (B.). — Recherches sur l’origine de 
Vhydrogéne nécessaire 4 la réduction des sulfites par les 
anaérobies. : 

— Tarvieux (P.) et nan (M.). 
Spherophoracee mise en évidence sur lame par les solvants 
des lipides. eee 

— Urasain (Ach.), Notice (. ) et Bere (canener — Septi- 
cémie due a Clostridium cedematiens type A chez les 
lortues rayées de Madagascar (Testudo radiata Shaw). 

Qurrsin (L.). — Images nucléaires et coloration de Gram. 

Rayxaup (M.). — Voir Prtvor (A.-R.). 
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376 


93 
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Renavux (E.). — Discours au jubilé de Jules Bordet. 3 

Renoux (G.). — Anticorps bloquants dans le sérum de sujets 
brucelliques. — IT. Leur réle dans le phénomeéne d’agglu- 
tination paradoxale. 

Reveitueau (A.). — Voir Prcnar (P.). 

Rie, (J. Van). — Le comportement de Rousseltus leachi vis-a-vis 


du Plasmodium berghei. 
Roserr (M.-P.). — Voir Bonnex (P.-H.). 


Ropineaux (R.). — Voir Leprun-Packs (Jacqueline). 
topHAIN (J.). — Sur la pluralité des espéces de Babesia des ron- 


geurs. A propos de la spécificité de Babesia rodhaini 


van den Berghe et al. 
Rovuier (P.). — Voir Laporte (R.). 
Routin (G.). — Nouvelle technique pour la recherche du bacille 


de koch dans le lait par culture (application de la méthode 

d’Ogawa). PS gs Rae abum own 5 BUmnCy Ba cad g wae bs 
Rusinsrern (M™ §.), PifcHaup (D.) et Kirscur (P.). — Shigella 

saigonensis, 4 propos de treize souches récemment isolées. 
Saenz (A.). — Voir Canetri (G.). 


Satssac (R.). — Voir Prévor (A.-R.). 

Satmon (J.). — Voir Wexscu (M.). 

Sanpor (G.) et Wermu-Face (J.-Ch.). — Un nouveau test de physio- 
pathologie : la fiche réticulo-endothéliale. 

Sauce (G.). — Voir Verce (J.). 

ScHorenspacn (EF. B.). — Voir Lone (Perrin H.). 

Scuwartz (D.) et Cuzin (J.). — Influence du facteur lumiére sur 
le temps d’incubation de la mosaique du tabac. 
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Vaisman (A.). — Voir Levapiri (C.). 
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_ SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 
ig ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 
(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.), 


EXTRAIT DES STATUTS : 


__ Article premier. — L’association dite Association des Microbiologistes — 
| de Langue Francaise, fondée en 1937, A Paris, a pour but de grouper les 
‘Microbiologistes de langue frangaise et de créer entre eux un lien. Elle 

a son siége a Paris. 

L’association se compose de membres nationaux et de membres 
| 6trangers de toutes langues. 
La langue frangaise est la langue officielle des Congrés de 1’Association 
et celle de la publication de ses travaux. ; 
_ Art. 2. — L’A.M.L.F. est instituée uniquement pour 1|’étude et le 
_ discussion en commun de toutes les disciplines relevant de la science 

microbiologique. 

Art. 8. — Les membres nationaux de 1|’A.M.L.F., ainsi que les 
membres étrangers résidant habituellement en France constituent la Sec- 
tion francaise de 1’A.M.L.F. ou SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIO- 
LOGIE. La Section francaise de 1’A.M.L. F. recoit ‘dans l’intervalle des 
Congrés une délégation permanente du Conseil de 1’A. M. L. F. Son activité 
est régie par un réglement intérieur, approuvé par |’Assemblée Générale. 
_ Art. 4. — La Section francaise de 1’A. M. L. F. ou SOCIETE FRANCAISE 
DE MICROBIOLOGIE, constitue de plein droit la Section francaise de 
l’Association internationale de Microbiologie. 

_ Art. 5. — Peut faire partie de l’Association toute personne remplissant 
une fonction scientifique dans un laboratoire de microbiologie (microbio- 
logie pure ou appliquée, bactériologie, pathologie infectieuse, immuno- 
logie, sérologie, chimiothérapie, cancérologie), ou ayant publié des travaux 
scientifiques de microbiologie. 

Art. 28. — Publications — Les publications des travaux exposés dans 
Tes séances mensuelles se font dans les conditions et selon les modalités 
‘décidées par le Bureau de la Section frangaise. 

- Le Bureau peut refuser de publier tout travail ou communication, qui 
ne serait pas conforme aux buts de l'association ou au caractére de ses 
publications. Ses décisions sont sans recours. 

Art. 27. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 
étre ‘membres de _1’Association. Les étrangers A 1’Association ne seront 
acceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataire un membre de 
I’Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire une communi- 
cation, ou si un membre de l’Association ayant assisté aux recherches 
rapportées se charge de discuter le travail en séance. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, |’Associa- 
‘tion se réunit en séances consacrées 4 des communications scien- 
‘tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aodt et septembre _ 
.exceptés), a 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre 
‘de l'Institut Pasteur ; elles sont publiques. 

Les membres désirant présenter des communications sont priés 
(d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
pour permettre |’établissement de l’ordre du jour de la réunion. — 

Le texte des communications doit étre remis 4 la séance,” ¢tabli 
ine varietur, en exemplaire dactylographié ‘original. La bibliographie 


des auteurs cités sera établie, conformément aux régles admise 


Association Internationale de Microbiologie, dans ordre suivan 
nom de l’auteur, titre du périodique (en abrégé et en italiques), 
année de publication, fome (en chiffres arabes gras), page. Les — 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des noms de — 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 
auteurs, sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre — 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, — 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés a _ 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dans : 
le numéro suivant des Annales de l'Institut Pasteur. me 

En raison des restrictions apportées aux publications par les 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper plus de deux pages de l’emplacement réservé dans les 
Annales de l’Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références | 
bibliographiques et les clichés, s’il y en a, seront compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée ~ 
a\son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la ~ 
Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y paraitre en 
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